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RESUME

Introduction

L’industrie laitiere est la troisieme industrie alimentaire la plus important de I'état de
Veracruz, elle transforme en fromage 21 % (FUNPROVER, 2010) des 11,300
tonnes de lait traité a Veracruz chaque année (SIAP, 2015) tandis que 53 % est
utilisé pour [I'élaboration artisanale de fromage (FUNPROVER, 2010). Les
principaux fromages produits de facon artisanale sont le fromage frais et le
fromage appelé Oaxaca. Le fromage frais n’est pas maturé et la fagcon de le faire
varie selon 'endroit ou il est fait (Moore et al., 1983), mais en général le lait est
coagulé par l'addition de la présure, le caillé ainsi obtenu est égoutté, salé et
moulé sous pression. L’élaboration du fromage Oaxaca suit la méme procédure
décrite pour le fromage frais, mais le lait coagulé est soumis a I'eau chaude (65 °C
— 70 °C) jusqu’a la formation de cordons, les cordons sont roulés sur eux mémes
et il est prét pour la vente (De Oca-Flores et al., 2009; Hernandez-Raya et al.,
2005).

Malgré la haute consommation de ces fromages, la qualité du lait utilisé pour son
élaboration n’est pas surveillée par les autorités. Pourtant, il a été publié la
présence de pesticides organochlorés (Waliszewski et al., 1997) et d’aflatoxines
M1 (Carvajal et al., 2003) dans le lait du Mexique, étant donné la nature lipophile
de ces composeés ils sont sensés se concentrer dans la matiére grasse du lait.
D’un autre coté, la procédure d’élaboration de ces fromages ne montre pas la
possibilité d’élimination ou de réduction de la teneur de ces composés. Par
ailleurs, aucune étude sur la teneur de ces composés dans cette sorte de fromage
n‘a été publiée, de la méme facon, aucune étude de consommation de ces
fromages menés a Veracruz n’a été trouvée dans la littérature. Compte tenu de ce
manque de données, il n'est pas possible de faire une estimation du risque pour la
santé des consommateurs de ces fromages, a Veracruz, d'ou l'importance de cette
these.



Généralités

Les aflatoxines (AFs) sont des métabolites secondaires fungiques (Soriano del
Castillo, 2007; Turner et al., 2009). Selon leur structure, les AFs sont des
coumarines bis-dihydro furanes produites par des champignons tels que
I'Aspergillus flavus, I'A. parasiticus et I'A. nomius (Prandini et al., 2009; Anfossi et
al., 2012). Ces champignons produisent des spores qui contient des aflatoxines
AFB1, AFB2, AFG1 et AFG2 qui peuvent contaminer les champs ou les magasins;
ces toxines représentent un risque potentiel pour la santé des animaux et des
humains (Prandini et al.,, 2009). L’AFB1 peut contaminé des céréals tels que le
mais (Castillo-Urueta et al., 2011), le sorgho (Abadia et al., 1997), le riz (Suérez-
Bonnet et al., 2013), l'orge et le blé, c’est a dire, ce sont des grains qui font partie
de la nutrition équilibrée des vaches laitieres.

L’AFB1 est un cancérigéne du groupe 1 pour les humains (IARC, 2002). Une
vache qui a mangé des fourrages contaminés avec de 'AFB1 I'excréte dans la
forme hydroxylade AFM1 dans son lait. Le foie metabolise 'AFB1 en additionnant
un groupe hydroxyle, ce qui le fait plus hydrosoluble et facilite son excrétion dans
I'urine ou dans le lait. Cette réaction diminue aussi la toxicité de I'AFB1. De fagon
similare, 'AFB2 est métabolisée en AFM2 (Garrido et al., 2003, Shephard, 2003,
Soriano del Castillo, 2007) et elle est aussi excrétée dans le lait.

Puisque le climat chaud et humide, comme celui de Veracruz, est favorable a la
croissance des champignons et a la production d’AFs (Shundo et al., 2009; Soubra
et al., 2009), on peut trouver des AF’s dans le lait de vaches alimentées avec des
fourages contaminés et en conséquence, la teneur d’AFM1 dans le fromage est
plus importante que celle dAFB1 dans le lait utilisé pour fabriquer dit fromage
(Manetta et al., 2009; Pietri et al., 2016). Le lait et le fromage sont les véhicules
pour I'introduction d’AFMs dans l'alimentation humaine (Ardic et al., 2009).

On a reporté bien de cas de contamination de fromage par AFM1 au Brésil
(Garrido et al., 2003), Turquie (Tekingsen y Eken, 2008), Mexique (Urban et al.,
2009), Koweit (Dashti et al., 2009), Liban (Elkak et al., 2012), Italie (Anfossi et al.,
2012) et Serbie (Skrbi¢ et al., 2015) ce qui confirme lidée que la stabilité de
'AFM1 n’est pas affectée par la procédure de fabrication du fromage. Il semble
que 'AFM1 est attachée a la caséine, ce qui expliquerait la teneur supérieure dans
le caillé plutét que dans le lait (Sengun et al., 2008). Méme si ’AFM1 est 2 a 10 %
moins canceérigene que I'AFB1, elle est classée comme possible cancérigéne
humain dans le groupe 2B (IARC, 2002) car elle est toxique pour le foie, mutagene
et cancérigene.



D’aprés la toxicité de 'AFM1, certains pays ont établi des niveaux maximaux de
tolérance. La Commission de Regulation Européenne 1881/2006 a établie une
limite maximale de 0.05 pg kg-1 pour ’AFM1 dans le lait (CE, 2006), tandis que les
Etats Unis ont établi une limite maximale de 0.5 pg kg-1 (FAO, 2004). La limite
maximale de tolérance d’AFM1 en Suisse, France, Autriche et Turquie est de 0.25
Mg kg-1 (Aygun et al., 2009).

En ce qui concerne l'évaluation de I'exposition, celle ci est définie comme
I'évaluation qualitative et /ou quantitative de la consommation probable de produits
toxiques a travers les aliments (WHO, 1997). La méthode utilisée dépend de la
disponibilité de I'information, la précision demandée et de la disponibilité de budget
et de temps (Kroes et al., 2002). Par rapport a I'information demandée pour cette
thése, il est nécessaire de connaitre le profil et le taux de consommation. La
compilation de données valides sur les habitudes alimentaires d’une population est
un probleme difficile, parce que le profii de consommation varie entre les
personnes et les groupes de personnes. Les causes de la variabilité des profils de
consommation alimentaire peuvent étre: le groupe ethnique, I'age, la culture,
I'économie, des aspects diététiques, sociaux et I'état de santé (WHO, 1985).

Il y a deux méthodes pour I'obtention d’information sur les profils de consommation
. (i) de facon indirecte au moyen des enquétes de consommation dans une région
ou dans un foyer ; et (i) de facon directe, ce qui implique des enquétes de
consommation individuelle ce qui permet de connaitre les quantités effectives de
consommation par personne ou par famille (CCA, 1989). Les mesures directes
servent pour I'obtention de données quand il 'y en a pas avec antériorité, ce qui
est le cas pour le Mexique et particulierement pour Veracruz. Les mesures directes
peuvent se regrouper en deux catégories: la méthode de rappel et la méthode
d’enregistrement. La méthode d’enregistrement quantifie la consommation a
travers un enregistrement journalier de la quantité des aliments consommés, cette
quantité peut étre déterminée par pesage direct de I'aliment ou bien, elle peut étre
estimée. La méthode de rappel enregistre la consommation du jour avant
'enregistrement (rappel de 24 h) ou la consommation habituelle d’aliments
(fréquence de consommation) (WHO, 1985; Kroes et al., 2002). Les données de
consommation obtenues par ces deux méthodes peuvent étre utilisées pour
améliorer la précision et valider les enquétes.



OBJECTIF

Evaluer le risque pour la santé des consommateurs de fromages frais et Oaxaca
contaminés avec des pesticides organochlorés et des aflatoxines M1 et M2, dans
la ville de Veracruz.

METHODES

Echantillonnage pour l'obtention de donnés de consommation de fromage.
L’enquéte de consommation a été menée dans la ville de Veracruz (bord du Golf
du Mexique avec une superficie de 232.3 km2). Une carte de la ville de Veracruz a
été capturée dans le logiciel MATLAB pour générer 150 (pour un questionnaire de
fréquence d’achat) et 400 (pour un questionnaire de consommation journaliere)
coordonnées géographiques aléatoires. Ces coordonnées de la ville ont servi pour
trouver le foyer ou les questionnaires ont été proposeés, afin d'obtenir des
échantillons aléatoires et représentatifs de consommateurs. De ce tirage de
coordonnées, on a retenu 100 endroits pour I'application du questionnaire de
fréquence d’achat et 309 pour le questionnaire de consommation journaliére.

Questionnaire de fréquence d’achat. Le questionnaire de fréquence d’achat a été
appligué en posant les questions a la personne chargée de faire les courses dans
le foyer placé aux coordonnées données. On a demandé pour le niveau éducatif,
la formation professionnel, le niveau socio-économique, la saison de I'année dans
laquelle ils achetaient plus de fromage, le repas dans laquelle ils le mangeaient
plus et I'endroit ou ils le gardaient a la maison. Le questionnaire montrait huit
photographies des fromages vendus dans la région (manchego, ameéricain,
parmesan, mozzarella, cottage, frai, Oaxaca et fromage blanc) dont ils devaient
indiquer la quantité, la fréquence d’achat, I'endroit d’achat du ou des fromages
gu’ils achetaient. L'enquéte a été menée entre septembre 2014 et novembre 2015.

Questionnaire de consommation journaliére. Le questionnaire de consommation
journaliere a été appliqué pour connaitre la consommation des deux fromages
(Oaxaca et frais) les plus achetés, selon les résultats du questionnaire de



fréquence d’achat. Le questionnaire a été laissé a la maison pendant 7 jours pour
que la personne entrevue puisse le remplir jour aprés jour. Dans le questionnaire il
fallait remplir : I'age, le sexe, le poids et la consommation de fromage a chaque
repas (petit-déjeuner, déjeuner et diner). Pour aider a estimer la consommation, on
montrait dans le questionnaire cinq photographies avec différentes portions. Une
lettre dans chaque photo était reliée a différentes quantités de fromage: (Figure 1 ;
A F:360,B,G:600; C,H:92q; D, I: 122 g et E, J: 184 g). Ces quantités ont été
déterminées par des enquétes préliminaires (n = 30). Le fromage frais apparaissait
dans les photos selon les deux facon de consommation: en tranches et émincé
(Fig. 1, letres A — E) tandis que le Oaxaca se montrait éminceé (Fig. 1 ; letres F — J).
Le fromage se montrait sur une assiete avec une fourchette qui aidait a identifier la
taille de la portion.

Des comparaisons de parametres obtenus avec les données de deux
questionnaires ont été effectués a l'aide de tests Mann-Whitney et Kruskal-Wallis.
Avec l'objectif d’avoir une analyse statistique robuste, le nombre d’échantillons a
été ajusté a travers la procedure bootstrap du logiciel @Risk.

Figure 1: Portions (A, F:369;B,G:60g;C,H:92g;D,1:1229g;etE, J: 184
g) de fromage frai (A a E) et Oaxaca (F a J).

Echantillonage de fromage. L'échantillonage de fromage a ét¢é mené de fagon
aléatoire avec la génération de coordonnées aléatoires comme il a été décrit pour
I'échantillonage de la population pour I'application des questionnaires. On a
prelevé des échantillons de fromage en 2014, 2015 et 2016, a chaque période
d’échantillonnage, 40 coordonnées ont été générées a nouveau. Pour faire le
prelevement, on a cherché le magasin le plus proche de la coordonnée générée et
on y a acheté le fromage. Dans I'’échantillonnage de 2014 et 2015 (40 échantillons
de 250 g a chaque année de chaque type de fromage: frais et Oaxaca) on a
analysé des pesticides et des aflatoxines M1, tandis que I'échantillonnage de 2016
(30 échantillons de 750 g de fromage Oaxaca) a servi pour analyser des
aflatoxines M1 et M2.

Vi



Méthodes testées pour I'extraction d’AFM1 du fromage Oaxaca. Suite a une
recherche bibliographique approfondie, on a sélectionné trois méthodes, ces
méthodes sont récurrentes dans la bibliographie et on les a considéré comme
représentatives. Ells utilisent les mémes solvants en quantités différentes. Les trois
méthodes retenues sont les suivantes :

1) La méthode AOAC (2006) est similaire aux méthodes utilisées par Pietri et
al. (1997), Battacone et al. (2005) et Trombete et al. (2014), elle utilise du
chloroforme, de la terre de diatomées et du chlorure de sodium.

2) La méthode utilisant les colonnes Biopharm (2012) est trés similaire a la
méthode utilisée par Iha et al. (2013). Dans celle ci, on utilise du méthanol, de
'eau et du chlorure de sodium. Il s’agit d'une méthode ou on utilise une colonne
d'immunoaffinité pour les AF totaux.

3) La méthode utilisé par Cavaliere et al. (2006) utilise de I'acétone, du gel de
silice, des colonnes de charbon actif, du méthanol et de I'eau.

Dérivation. On a utilisé la méthode de dérivation publié par Kok (1994) et Akiyama
et al. (2001). Les extraits et les profils dAFM1 ont été dissous dans 200 pL
d’acétonitrile (ACN), 800 pyL d’une solution dérivatisante ont été additionnées. La
solution dérivatisante était composée de 5 mL d’acide trifluoroacétique (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, EE.UU.), 2,5 mL d’acide acétique glacial (Merck, Naucalpan,
Estado de México, México) et 17,5 mL d’eau distillée désionisée, ceux ci ont été
agité en vortex (Vortex G - 560, Bohemia NY, EE.UU.) pendant 30 sec. La
dérivatisation s’est effectué dans un bain de vapeur a 65 °C pendant 10 min. Aprés
refroidissement on a injecté en triple 60 yL dans un HPLC.

Validation de la méthode d’extraction. La validation a été réalisée comme rapporté
par Garcia et Alcantara (2002). On a comparé la linéarité des courbes de
calibration, les limites de détection et quantification et le pourcentage de
récupération.

Quantification par HPLC. Les analyses ont été réalisées dans un HPLC Agilent
Série 1200 (Agilent Technologies, Inc., USA) équipé avec une pompe isocratique
(Modelo G1310A), un détecteur de fluorescence (Modelo G1310A Série
DE62957044, Agilent Technologies, Inc., USA.) placé a une longitude d’onde
d’excitation de 360 nm et un maximum d’émission de 450 nm, un échantillonneur
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automatique (G1329A série DE64761666) et une colonne chromatographique VDS
Optilab VDSpher 100 C18-E de 5 um x 250 x 4,6 mm. L’analyse a été effectuée a
température ambiante (22 °C). La phase mobile a été composée d’'un systeme eau
:ACN :méthanol (65 :15 :20 v/v/v) dégasifiée par filtration au vide ; elle a été
pompée a un flux de 1,0 mL/min.

Analyse statistique. L’analyse statistique a été effectuée a 'aide du logiciel Minitab
v. 16. Les analyses de variance ont été effectuées avec le test de Tukey a 95 % .
Pour la construction des graphigues ont a utilisé le logiciel Kaleidagraph v. 3.5.

Evaluation probabiliste du risque par I'exposition a des aflatoxines AFM1 et AFM2
dans le fromage Oaxaca. Le premier pas pour réaliser I'évaluation du risque a été
de connaitre la consommation de fromage par groupe de population : par genre,
par age et par niveau social.

a) Exposition journaliere d’aflatoxines provenant du fromage Oaxaca
Ou:

DJE : Dose journaliere estimée d’aflatoxines (ug/g d’AFs/kg de poids corporel
/jour)

C : PDF de la teneur d’AFs dans le fromage (ug/kg)
| : PDF de la consommation journaliere de fromage (g/jour)

Pc : PDF du poids corporel de la population de la ville de Veracruz

La méthode Monte Carlo a été utilisée avec 10,000 itérations.
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Résultats et Discussion
Caracteéristiques et préférences de consommation.

Toutes les personnes invitées a répondre au questionnaire de fréquence d’achat
I'ont fait. Parmi les 100 foyers enquétés, 98 consommaient du fromage frais et de
I'Oaxaca. Le questionnaire a été rempli par la personne chargée de faire la cuisine
dans le foyer, 7 étaient des hommes et 91 des femmes.

Les résultats de ce questionnaire ont montré les préférences d’achat des différents
fromages (Tableau 1). Le fromage frais et le fromage Oaxaca ont été les fromages
les plus consommés par la population de la ville de Veracruz. Parmi les 98
familles, 24 ne consomment que le fromage frais, 6 ne consomment que le
fromage Oaxaca et 68 consomment ces deux fromages. Le Tableau 1 montre le
rapport du niveau éducatif, de I'occupation et de la saison avec la consommation
de fromage. Les renseignements concernant le niveau social et I'heure du repas
proviennent du questionnaire de préférence d’achat et ceux de la consommation
journaliere ont permis de valider les deux enquétes.



Tableau 1. Préférence de consommation et caractéristiques des consommateurs de la
ville de Veracruz (n = 98).

Types de % Achat Types de fromage % Achat
fromage
Frais 90 Fromage blanc mexicain 10
Oaxaca 75 Parmesan 7
Manchego 35 Mozzarella 3
Américain 12 Cottage 1

Proportion de Profession du chef de Proportion de
Niveau éducatif familles (%) famille familles (%)
Diplome supérieur 51 Maison 42
Préparatoire 33,7 Employé 34
Secondaire 38,8 Entrepreneur 20
Primaire 7,1 Chémage 2
Technicien 14,3 Etudiant 2
Sans école 1,0

Caractéristiques du repas et époque de consommation

Proportion de Epoque de Proportion de
Repas familles (%) consommation familles (%)
Petit déjeuner 24,5 Printemps 9
Déjeuner 48,9 Eté 2
Diner 7,1 Automne 0
N’importe quel 19,4 Hiver 4
repas

Toute 'année 85
Caractéristiques de I’endroit d’achat et de stockage a la maison

Proportion de Proportion de
Endroit d’achat familles (%) Endroit de stockage familles (%)
Epiceries 27 Réfrigérateur 96
Marché 31 Vitrine 3
Grande surface 41 Glaciere 1
Intermédiaire 1

La consommation moyenne de fromage frais et Oaxaca pour les hommes et les
femmes a été de 53 g et 48,9 g, respectivement, tandis que la consommation
unique de fromage Oaxaca pour les hommes et les femmes a été de 48 g et 45,17
g respectivement (Tableau 2). Pourtant, 5 % de la population masculine
consomme plus de 164,5 g de fromage par jour de n'importe quel fromage, chez
les femmes, les 5 % de grands consommateurs consomment plus de 152,6 g par
jour de n'importe quel fromage. L'analyse statistique des données a montré des
différences significatives (p < 0,05) entre la consommation moyenne de fromage
frais des hommes et des femmes, mais il N’y en a pas (p > 0,05) en ce qui
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concerne la consommation moyenne de fromage Oaxaca entre les hommes et les
femmes.

Tableau 2. Comparaison des parameétres des distributions de probabilité de la quantité de
chaque type de fromage consommé par jour par genre dans la ville de Veracruz.

Fromage frais Fromage Oaxaca
Hommes** Femmes*' Hommes** Femmes**
n 430 442 381 400
Médiane (g) 36,8 30,3 32,0 28,6
Moyen (g) 53,01 2 48,9° 50,6 452°
Ecart type 54,1 52,1 57,4 52,0
P95 () 164,5 157,1 186,0 152,6

Le test Mann Whitney a été utilisé pour établir différences entre les “colonnes de fromage
frais (hommes et femmes) et les *?colonnes de fromage Oaxaca (hommes et femmes). Des
lettres différentes indiquent une différence significative.

Des 309 familles enquétées, 86 % ont signalé leur niveau social. De ce 86 %, 12
% appartient a la classe sociale haute, 76 % a la classe moyenne et 12 % a la
classe basse (Tableau 3). Les fromages frais et Oaxaca sont plus consommés par
la classe haute et la classe moyenne, peut-étre y a-t-il une corrélation directe avec
le pouvoir d’achat, plutét qu’avec le godt pour le fromage. L’analyse statistique n’a
pas montré de différence significative dans la médiane de la consommation de
fromage frais des deux groupes sociaux (classe haute et classe moyenne, p >
0,05), mais la différence est significative (p < 0,05) quand on compare la médiane
de la consommation de ces deux groupes versus la médiane de la consommation
de la classe basse.
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Tableau 3. Comparaison des parametres des distributions de probabilité de la quantité de
chaque type de fromage consommeé par jour par classe sociale dans la ville de Veracruz.

Fromage frais Fromage Oaxaca
Classe Classe Classe Classe Classe Classe
haute moyenne basse haute moyenne basse
n 30 199 33 29 181 31
Médiane 35,7° 31,8° 24,12 38,7° 28,2° 25,9°
(9)
Moyenne 48,7 49,0 28,6 56,8 42,4 35,0
(9)
Ecart type 51,5 50,1 17,2 50,7 44,2 28,8
P95 () 107,2 179,4 60,4 165,4 131,9 88,4

Le test de Kruskal Wallis a été utilisé pour établir différences entre les *'colonnes de
fromage frais (classes haute, moyenne et basse) et les **colonnes de fromage Oaxaca
(classes haute, moyenne et basse). Des lettres différentes indiquent une différence
significative.

Dans le cas du fromage Oaxaca, il y a eu une différence significative entre la
médiane de la consommation de la classe haute et celles des classes moyenne et
basse. Le prix du fromage Oaxaca est le double que celui du fromage frais. Le
rapport entre le prix et la préférence de consommation a été reportée par Bashir
(2011), qui a évalué le rapport entre le prix des produits laitiers (parmi eux le
fromage) et le statut socioéconomique ainsi que l'age, il a publié de résultats
similaires a ceux de cette thése. Kubicova et al. (2014) a aussi établi une influence
directe du prix des produits laitiers tel que le fromage, sur la fréquence de
consommation.

La consommation moyenne de fromage trouvé dans cette thése est supérieure a la
consommation per capita en 2013 (Tableau 4), ce qui est normal car pour calculer
la consommation per capita ont prend en compte toute la population:
consommateurs et non consommateurs. D'un autre coté, au Mexique, pour le
calcul per capita on ne prend en compte que le fromage qui a été soumis a des
contrbles sanitaires, commerciaux et fiscaux, les fromages artisanaux (qui utilisent
53% de la production totale de lait) ne sont pas pris en compte car ils ne sont
comptabilisé nulle part; comme résultat, la quantité de fromage utilisé pour le
calcul per capita est inférieure a la vraie quantité. Des résultats similaires ont été
publiés par Rossini (2015) qui a évalué la consommation de fromage en Argentine
au moyen d’enquétes réalisées aux foyers et il a calculé la consommation
mensuelle de fromage avec et sans la population non consommateur. Dans le
premier cas, la consommation per capita a été 1,3 kg/personne/mois et dans le
deuxiéme cas, elle a été 2,4 kg/personne/mois. L’enquéte ENURBAL (Avila et al.,
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2003; Avila et al., 2007), avec de questionnaires de rappel de 24 h, a été appliqué
a la population de la ville de Mexico (2002 et 2007) et a montré que le fromage est
un des aliments les plus consommés parmi la population de la ville de Mexico avec
une consommation moyenne de 15,6 et 19,9 g/personne/jour en 2002 et 2007,
respectivement. Pourtant, ces données sont inférieures a la consommation trouvée
dans cette thése. Soit la population de la ville de Mexico mange moins de fromage,
soit il s’agit d’'un effet du type de questionnaire. Comme il a été dit avant, 'enquéte
ENURBAL a utilisé un questionnaire de rappel de 24 h, tandis que dans cette
thése on a utilisé un questionnaire journalier pendant 7 jours. Rosado et al., ont
publié des taux de consommation de fromage Oaxaca au moyen de I'enquéte
ENSANUT (1974), dans leurs données, ils font état d'une consommation de 41 g
par personne par jour dans la ville de Mexico, ce qui est tres proche de la valeur
trouvée dans cette thése. Dans le cas de cette thése, il a pu étre estimé que 5 %
de la population consomme plus de 162,6 g de fromage Oaxaca par jour.

Tabla 4. Consommation de fromage dans le monde.

Régions Consommation globale Consommation de Référence
de fromage 2013 fromage
(kg per capita) (g/personnefjour)
Argentine 12,4 33,9 CDIC, 2015
Brésil 3,7 10,1 CDIC, 2015
Chili 8,8 24,1 CDIC, 2015
Colombie 0,9 2,5 CDIC, 2015
Uruguay 8,5 23,5 CDIC, 2015
Mexique 3,6 9,9 SAGARPA, 2015
Canada 12,2 33,4 CDIC, 2015
Etats Unis 15,4 42,2 CDIC, 2015
France 25,9 70,9 CDIC, 2015
Ville de Mexico 41 (Fromage Oaxaca) Rosado et al.,
51 (Fromage Américain) 1992
Ville de Mexico 15,6 ENURBAL, 2002
Ville de Mexico --- 19,9 ENURBAL 2007
Ville de Veracruz 50,9 (Fromage frais) Cette étude
Ville de Veracruz 47,8 (Fromage Oaxaca) Cette étude
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Teneur en aflatoxine M; dans le fromage Oaxaca échantillonné en 2015.

Le Tableau 5 montre la teneur d’AFM1 dans les 25 échantillons de fromage
Oaxaca collectés dans la ville de Veracruz pendant la saison seche. Ces
échantillons ont été analysés dans le laboratoire Phytocontrol (Nimes, France).
Les résultats du Tableau 5 montrent que dans 32 % des échantillons 'AFM1 n’a
pas été détecté, dans 36 % I'AFM1 a été détectée mais non quantifiée, et dans les
32 % restant, il n’'y a eu que deux valeurs qui ont dépassé la limite de tolérance du
Codex Alimentarius.

Tableau 5. Teneur (ug kg m.s.-1) en AFM1 dans le fromage Oaxaca échantillonné dans la
saison seche de 2015.

Echantill - AFM | | Echantill . AFM | | Echantill - AFM
Origine Origine Origine
on 1 on 1 on 1
LOD 0,040
13 Inconnue | ND 17 Inconnue < 11 P. Vicente
0,02
16 El Mangal 20 Joya 12 Inconnue | 0,024
19 Inconnue 21 TIaI|>r<1coya 15 Inconnue 0,030
24 P, Negras 25 Mixtequilla 18 Mixtequilla 0’275
Soledad 0,024
29 de 26 Inconnue 22 Inconnue
Doblado
31 Inconnue 30 Tejar 27 El Morro | 0,025
Tlalixcoya 0,023
39 La Joya 32 n 28 Acayucan
40 Inconnue 37 Inconnue 33 Inconnue 0’257
38 Inconnue

ND: non détecté; LOD: Limite de détection; *Au dessus de la limite de tolérance du Codex
Alimentarius

Teneur en aflatoxine M; et M, dans le fromage Oaxaca échantillonné en 2016

Les résultats de la teneur en AFM1 et AFM, sont montrés dans le Tableau 6,
comme on peut voir, les valeurs de contamination sont plus importantes que celles
trouvées dans I'échantillonnage de 2015, c’est pour cela qu'on a choisi ces
résultats pour réaliser I'évaluation du risque.
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Le Tableau 6 montre aussi que I’ AFM1 a eu une fréquence de détection (16 sur
30, 53 %) plus importante que celle de 'AFM; (6 de 30, 20 %). La teneur en AFM1
se trouve entre 0,01 et 44 ug kg™, tandis que celle de 'AFM, se trouve entre 0,01 y
3,43 ug kg*'. Ces deux plages dépassent les limites tolérables établis par le
NAFTA (0.5 ug kg™) et par le Codex Alimentarius et 'Union Européenne (0.05 ug
kg™) (EFSA 2004). Une étude publiée auparavant (Urban et al., 2009) a trouvé une
incidence dAFM1 de 27 % dans le fromage « panela » (sorte de formage frais
mexicain) du Mexique. A ce jour, aucun cas de maladie humaine au Mexique n’a
été associé a la consommation de fromage contaminé malgré la haute teneur d’AF
gu’ils peuvent atteindre.

Dose Journaliére Estimée (DJE)

La dose moyenne journaliére estimée pour I'AFM1 a été 1,52 et 1,5 (ug kg™ pc |?)
pour les hommes et pour les femmes, respectivement, ce qui est plus haute que
celle recommandée par le JECFA (1999 et 2001) de 1 ng kg™ pc j*. L'analyse
statistique montre une différence significative entre la DJE des hommes et celle
des femmes, étant les hommes ceux qui sont le plus exposés.
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Tableau 6. Teneur (ug kg m.s.-1) en AFM1 et AFM, dans le fromage Oaxaca échantillonné

en 2016.
Echantillo Origine Aflatoxine (ug kg™)

n

AFM1 AFM, AFMt

Moyenne + Moyenne +
ET ET
1 Tlalixcoyan 0,03 +0,010° | 3,62+0,27° 3,47
2 Jamapa ND ND
3 Jamapa ND ND
4 La Mixtequilla 0,01+ 0% ND 0,01
5 Soledad de Doblado | 0,76 + 0,02° ND 0,76
6 Inconnue ND ND
7 Inconnue ND ND
8 Inconnue 0,44 + 0,03% ND 0,43
9 Inconnue 0,04 + 0,02° 0,68 + 0,09? 0,70
10 La Antigua 8,95 + 0,49? ND 8,95
11 Inconnue ND ND 0
12 Mixtequilla 0,97 + 0,062 ND 0,97
13 Soledad de Doblado 2,66 + 0,192 <LOD 2,66
14 Tlalixcoyan 0,05+ 0,01? <LOD 0,05
15 Tlalixcoyan 32,19+ 2,62 ND 32,19
16 Inconnue 0,10 + 0,01% ND 0,10
17 Inconnue 3,38+0,172 <LOD 3,37
18 Mixtequilla ND ND 0
19 Tierra Blanca ND ND 0
20 (El Morro) Boca del ND ND 0
Rio

21 Inconnue ND ND 0
22 Soledad de Doblado ND 2,77 £ 0,76 2,76
23 Inconnue 43,99 + 2,92 ND 43,99
24 Soledad de Doblado 0,01 +0°® ND 0,01
25 Inconnue 0,72 £ 0,21 ND 0,72
26 Inconnue ND ND 0
27 Inconnue ND ND 0
28 Inconnue ND ND 0
29 (La Joya) Acajete ND ND 0
30 Inconnue 0,04 + 0,01 ND 0,04

ET: Ecart type; ND: Non détecté; AFM,: Aflatoxines M totales. Des lettres différentes dans
la méme rangée indiquent différence significative (ANOVA avec des tests de Tukey, p <

0,05)
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Tableau 7. Parameétres de la distribution de probabilité de la dose journaliére estimée
d’AFM1 pour hommes et femmes agés de 14 ans, consommateurs de fromage Oaxaca
dans la ville de Veracruz en 2016.

Paramétre Saison seche 2016 (AFM1)
Hommes Femmes  Population générale
>14 ans >14 ans >14 ans
Médiane (ug kg™ pcj™) 2,25 2,20 2,26
Moyenne (ug kg™ pcj™?) 1,52 1,5 1,53
Ecart type (ug kg™ pcj™) 2,44 2,34 2,45
P95 (ug kg™ pcj?h 6,51 6,30 6,56

CONCLUSIONS

Le fromage le plus consommé dans la ville de Veracruz est le fromage frais, suivi
par le fromage Oaxaca, la consommation de ces deux fromages est plus
importante que la consommation nationale moyenne de tous les fromages. La
classe haute et la classe moyenne sont les classes qui consomment le plus de
fromage frais, mais le fromage Oaxaca est plus consommé par la classe éleveée.
Les hommes dans les groupes d’age productif consomment plus de fromage
tandis que chez les femmes, la consommation semble étre indépendante de leur
age. La consommation de fromage frais et Oaxaca est effectuée principalement
dans le déjeuner.

Ces résultats manifestent que méme si les législations mexicaines ont
essaye de diminuer le niveau de contamination par AMF1 dans le fromage aux
niveaux de tolérance et méme s’il N’y a pas d’évidence directe des problémes de
santé a cause de la consommation de fromage contaminé avec de 'AFM1, la
teneur de ce toxique chimique dans les fromages artisanaux peut métre en péril la
santé du consommateur.
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RESUMEN

Hernandez-Camarillo, Estela. Doctorado en Ciencias en Alimentos. Febrero 2017. Evaluacién
probabilistica del riesgo a la salud del consumidor de queso fresco y Oaxaca, en la ciudad
de Veracruz, debido a la presencia de plaguicidas organoclorados y aflatoxinas. Asesores:
Dr. Victor J. Robles Olvera, Dr. Marco Antonio Salgado Cervantes, Dra.Magda Carvajal
Moreno, Dr. Alain-Claude Roudot.

El 53 % de la leche producida en Veracruz se utiliza para fabricacion de quesos
artesanales, sin embargo esta leche no es sometida a ningun andlisis de calidad, por lo
gue el contenido de contaminantes como plaguicidas y micotoxinas podrian concentrarse
en los quesos. Los plaguicidas, como los organoclorados (POC’s), pueden aumentar la
incidencia de cancer y funcionar como disruptor enddcrino; mientras que las micotoxinas,
como las aflatoxinas (AFs): Aflatoxina M; (AFM1) y Aflatoxina M, (AFM,), son
consideradas cancerigenas. El consumo de queso con estos tdxicos puede poner en
riesgo la salud del consumidor, sin embargo, existen pocos reportes de la concentracion
de estos compuestos y el consumo de quesos por la poblacion de Veracruz. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el riesgo a la salud por el consumo de queso (fresco y Oaxaca)

contaminado con POC’s, AFM1 y AFM,. Para alcanzar este objetivo, se muestrearon
aleatoriamente quesos fresco y Oaxaca en 40 puntos de venta de la ciudad de Veracruz,
en tres afios diferentes (2014, 2015 y 2016), abarcando periodos de secas y de lluvias. La
concentracién de POC’s (n = 20) se cuantificd por CG-MS y la de AFs por HPLC. Para la
obtencion de datos de ingesta de queso, se utilizaron dos cuestionarios: uno de
frecuencia de compra (n = 100) y un diario de alimentos de 7 dias (n = 309 para cada tipo
de queso). La evaluacién del riesgo por exposicion de la poblacion a AFM1 se evalu6 a
través de la combinacion de las funciones de densidad de probabilidad (PDF) de la
concentracion de AFs, del consumo de queso Oaxaca y del peso corporal (metodologia
probabilistica). Sélo en el 5 % de las muestras de queso Oaxaca se detectaron POC’s
pero en valores inferiores al limite de cuantificacion (LOQ = 0.01 mg kg™), lo que muestra
que la exposicion del consumidor a los POC’s es baja. EI consumo promedio de queso
fresco y Oaxaca fue de 50.9 g persona-1 d* y 47.8 g persona-1 d*, respectivamente. Sélo
en el 37 % de las muestras de queso Oaxaca, la concentracion de AFM1 y en el 10 %
para la AFM,, fue mayor al valor establecido por la Comisién Europea de 0.05 pg kg™. La
exposicion de los nifios (5.9 ug de AFM1 kg de peso corporal-1 d™*y 0.5 ug de AFM, kg de
peso corporal™ d™) fue mayor que la encontrada en adultos (2.32 ug de AFM1 kg de peso
corporal™ d'y 0.2 ug de AFM, kg de peso corporal™ d*). Teniendo en cuenta una TDI de
1 ng kg* pc dia’ los resultados indicaron que la salud del 72.8 % y el 51 % de la
poblacion infantil y adulta, respectivamente, de la ciudad de Veracruz, esta en riesgo por
consumir queso Oaxaca contaminado con AFM1 y cerca del 13 % y 3 % de la poblacion
infantil y adulta respectivamente, debido al consumo de AFM,. El presente estudio es la
primera investigacion sobre la exposicion de la poblacién veracruzana a quesos
contaminados con AFM1 y AFM,.
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ABSTRACT

Hernandez-Camarillo Estela. Ph.D. Food Science. February 2017. Probabilistic risk
assessment for organochlorine pesticides and aflatoxins exposure by consumption of
contaminated cheeses (fresh and Oaxaca) in Veracruz City. Advisers: Dr. Victor J. Robles
Olvera, Dr. Marco Antonio Salgado Cervantes, Dra. Magda Carvajal Moreno, Dr. Alain-Claude
Roudot.

About 53 % of the milk produced in Veracruz is used for the manufacture of
artisanal cheeses, however this milk is not subjected to any quality analysis, so the
content of contaminants such as pesticides and mycotoxins could be found in
cheeses. Pesticides, such as organochlorines (POCSs), can increase the incidence
of cancer and act as an endocrine disruptor; Additionally mycotoxins, such as
aflatoxin M; (AFM1) and aflatoxin M, (AFM,), are considered carcinogenic. The
consumption of cheese with these toxins can put the health of the consumer at
risk; however, there are only reports on the concentration of these compounds in
cheeses, and cheese data consumption by the population of Veracruz are not
available. The objective of this work was to evaluate the health risk due to the
consumption of contaminated cheese (fresh and Oaxaca) with POC's and AFML1.
In order to attain this objective, fresh and Oaxaca cheeses were randomly sampled
at 40 groceries in Veracruz city, in three different years (2014, 2015 and 2016),
covering periods of drought and rain. The concentration of POC's (n= 20) was
quantified by CG-MS and that of AFs by HPLC. Cheese intake data were obtained
from a purchase frequency questionnaire (n = 100) and from a 7-day food diary
questionnaire (n = 309 for each type cheese). The risk assessment for exposure of
the population to AFM1 was calculated by the combination of probability density
functions (PDF) of AFM1 concentration, Oaxaca cheese consumption and body
weight (probabilistic methodology). POCs were detected only in 5 % of the
samples at concentrations above the quantification limit (LOQ = 0.01 mg kg™),
which showst that consumer exposure is low. The average consumption of fresh
and Oaxaca cheese was 50.9 g person™ d* and 47.8 g person™ d™, respectively.
Only in 37 % of Oaxaca cheese samples, the concentration of AFM1 and in the 10
samples of AFM, was higher than the value established by the European
Commission of 0.05 pg kg™. The exposure of children (5.9 yg AFM1 kg body
weight™ d™* and 0.5 ug AFM; kg body weight* d™) was higher than found in adults
(2.32 ug AFM1 kg body weight* d* and 0.2 pg AFM; kg body weight™® d*). Taking
into account a TDI of 1 ng kg™ pc d™* the results indicated that health that the 72.8
% And 51% of the adult and child population, respectively, of the population of
Veracruz city is at for consuming contaminated Oaxaca cheese with AFM1 and
about 13% and 3% of the infant and adult population, respectively, due to the
consumption of AFM,. The present study is the first research on the exposure of
Veracruz population concerning contaminated cheeses with AFM1 and AFM,.
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1 INTRODUCCION

La industria lechera es la tercera de la industria alimentaria mas importante del
estado de Veracruz. En ella se transforma el 21 % del queso (FUNPROVER,
2010) de las 11,300 ton de leche ordefiada en Veracruz cada afio (SIAP, 2015)
mientras que el 53 % es utilizada para la elaboracion de queso artesanal
(FUNPROVER, 2010). Los principales quesos producidos de forma artesanal son
el queso fresco y el queso Oaxaca. El proceso de elaboracién del queso fresco
varia segun en el lugar donde se elabora (Moore et al., 1983), pero en general, le
leche es coagulada por la adicion de cuajo. La cuajada obtenida es escurrida,
salada y moldeada. En el caso de la elaboracion del queso Oaxaca, la cuajada es
sumergida en agua caliente (65 °C — 70 °C) hasta la formacién de cordones, los
cuales son enrollados sobre si mismos y estan listos para su venta (De Oca-Flores
et al., 2009; Herndndez-Raya et al., 2005).

A pesar del alto consumo de estos quesos, la calidad de la leche utilizada para su
elaboracién no es vigilada por las autoridades, aun cuando se ha publicado la
presencia de pesticidas organoclorados (Waliszewski et al., 1997) y de aflatoxina
M1 (Carvajal et al., 2003) en la leche mexicana. Debido a la naturaleza lipofilica de
los pesticidas organoclorados y de la aflatoxina M;, es normal que tiendan a
concentrarse en la grasa de la leche. Ademas, el procedimiento de elaboraciéon de
los quesos no muestra la posibilidad de que estos compuestos puedan ser
reducidos o eliminados. Por otro lado, no se han encontrado, en la literatura
cientifica, publicaciones sobre la incidencia o el contenido de pesticidas
organoclorados en estos quesos y tampoco publicaciones sobre estudios de
consumo de estos quesos en la ciudad de Veracruz. Teniendo en cuenta la falta
de informacién sobre estos temas, no es posible realizar una estimacién del riesgo
a la salud del consumidor de estos quesos en la ciudad de Veracruz, de donde se

desprende la importancia de esta tesis
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2 ANTECEDENTES

2.1 Lecheyquesos

La leche es la secrecion mamaria normal de animales lecheros obtenida
mediante uno o mas ordefias sin ningun tipo de adicién o extraccion, destinada al
consumo en forma de leche liquida o a su posterior procesamiento (Codex
Alimentarius, 2007).

Es comun reducir la leche a sus cuatro componentes mas importantes:
lactosa, grasa, proteinas y sales. En la Tabla 2.1 se muestra la composicién tipica
de la leche. Algunas propiedades fisicas de la leche dependen del total de los
componentes: densidad, tension superficial y calor especifico; otras dependen de
las sustancias disueltas: indice de refraccion y punto de congelacion; hay otras
que sélo dependen de los iones: pH (reaccién iénica) y conductibilidad, o de las
sustancias reductoras: potencial redox. La densidad de la leche es variable: los
valores medios se encuentran entre 1.030 y 1.033 a 15 °C. La densidad de las
leches desnatadas se eleva por encima de 1.035. El punto de congelacion de la
leche varia muy poco: es de -0.55 °C para la leche de vaca. Como consecuencia
de la presencia de caseina y de los aniones fosféricos y citrico, principalmente, la
leche tiene una reaccion débilmente acida, con un pH comprendido entre 6.6 y 6.8.
Del pH dependen, la estabilidad de la caseina. La acidez real o titulable de la
leche se mide en grados Dornic (°D), que expresa el contenido en &cido lactico
(Alais, 1998).

Tabla 2.1 Composicion nutrimental de la leche de vaca.

Nutrientes Composicion
(%)
Agua 86.6
Grasa 4.1
Proteina 3.6
Lactosa 5.0
Cenizas 0.7

Bruner, 1981.
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2.1.1 Produccio6n de leche en el Estado de Veracruz

La poblacion ganadera de bovinos (carne y leche) en el Estado de Veracruz
del 2009 al 2010 tuvo un incremento de 3,841,488 (60,289 bovinos para leche) a
3,926,683 (60,534 bovinos para leche) cabezas de ganado (SAGARPA, 2012). De
la produccion nacional de leche entera fresca de vaca, el estado de Veracruz en el
2012, ocupo el sexto lugar con una produccién de 715.2 millones de litros. La
Industria de los lacteos es la tercera mas importante dentro de la rama de los
alimentos en Meéxico, existiendo alrededor de 13,000 establecimientos que
elaboran queso y su produccion nacional se estima en 11,150 toneladas anuales
(SIAP, 2014).

En el procesamiento de la leche existen dos tipos principales: 1) el
artesanal que procesa cerca del 51% de la leche y, 2) el industrial con el 21% de
la leche. La industria de tipo artesanal procesa cerca de 827,120 litros y la destina
principalmente para elaborar quesos y en algunos casos a producir derivados
lacteos como yogurt, crema, paletas, entre otros. La finalidad de la agroindustria
artesanal es conservar los solidos de la leche en forma de un producto menos
perecedero, dar valor agregado a la leche y generar empleos, (FUNPROVER,
2010). Se estima que el 79 % de la produccién de leche generada en los tropicos
se acopia y distribuye a través de agentes, denominados comunmente como
‘coyotes” o “lecheros” mismos que la comercializan con la industria de
procesamiento artesanal del queso (51 %) o para el consumo como leche bronca
(28 %) (Figura 2.1).

La comercializacion de la leche en el estado de Veracruz varia segun la
zona: norte, centro y sur (FUNPROVER, 2010). La distribucion y comercializacion
se inicia desde el acopio de leche bronca obtenida por el productor en su unidad
de produccion; incluye el proceso de abastecimiento de leche como materia prima
hacia la industria y culmina con la distribuciéon en los centros de consumo de los
productos elaborados por ésta. En este proceso intervienen una importante gama
de actores, incluido el productor, que en el caso de la leche del sistema de doble

propasito, en algunas ocasiones participa directamente llevando su produccién de

3
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leche hasta el consumidor; aunque tal practica no es representativa de este
sistema de produccion ya que se caracteriza por funcionar mediante una amplia
red de acopiadores locales y regionales que recolectan la leche directamente en el
sitio de ordefia o0 en la casa del productor para después trasladarla a los centros
de procesamiento (industria artesanal de quesos, principalmente) o a los centros
urbanos para consumo directo como leche bronca, utilizando a su vez una red aun
mas amplia de distribuidores o “boteros” que hacen llegar la leche a los

consumidores directamente en su domicilio.

> Botero

Acopiador de

» | leche bronca
(28%) _PI Ouesos
‘ \ 4
; > — » C
Intermediario
Industria 1 o
artesanal c de distribucid N
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Figura 2.1. Estructura de la cadena de bovinos de doble propésito leche (FUNPROVER,
2010).
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En la zona norte, el 79 % de la leche se le vende al distribuidor o “botero”,
el 15 % a las industrias lacteas (Nestlé, Liconsa, Mexylac y Lala) que estan
establecidas en la region nortefia, un 3 % al consumidor y el otro 3 % hacen
queso. En la zona centro, el 59 % vende al quesero, el 20 % al distribuidor o
“‘botero”, 12 % hacen queso, el 7 % a las industrias lacteas y cafes (Nestlé,
Liconsa y Parroquia) que estan en la region central y un 2 % al consumidor.
Mientras que en la zona sur, el 73 % vende al quesero, 14 % a las industrias
lacteas (Nestlé), 5 % hace queso, 4 % al botero y 4 % vende directamente al
consumidor. Como puede observarse, en el estado de Veracruz un porcentaje

elevado de leche es destinada para la elaborcién de queso (FUNPROVER, 2010).

2.1.2 Produccion de queso de leche de ganado bovino

La Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1994, establece al queso como
el producto de la cuajada de leche pasteurizada de vaca o de otras especies
animales, con o sin adicion de crema, obtenida por la coagulacion de la caseina
con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y
con o sin tratamiento ulterior por calentamiento, drenada, prensada o0 no, con o sin
adicion de fermentos de maduracion, mohos especiales, sales fundentes e
ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de

quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado.

El queso se produce en casi todas las regiones del mundo a partir de leche
de diversas especies de mamiferos. Los suministros destinados al mercado
mundial provienen principalmente de la Unidn Europea (720,000 toneladas),
seguida de Nueva Zelanda (290,000 toneladas), Australia, Estados Unidos y
Arabia Saudita. En México, la elaboracion semestral de queso en el 2013, alcanz6
12.6 millones de kilos y la de queso fresco a 7.0 millones, lo que representa una
significativa participacion sobre la produccion nacional de 23.1% y 60.9%,
respectivamente. La demanda principal de queso proviene de los paises con

ingresos relativamente altos, tales como el Japon, México, la Republica de Corea
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y la Federacion de Rusia, donde el mercado ha estado creciendo durante algunos
afios (FAO/WHO, 2013).

La cantidad de queso exportado ha tenido un incremento a nivel mundial de
2,307,000 toneladas en el 2009. La Unién Europea es la principal region
exportadora de queso, leche entera en polvo y descremada. Los principales
paises exportadores de esta Union son: Alemania, Francia, Holanda, Irlanda y
Dinamarca. Nueva Zelanda tiene el primer lugar en exportaciones de mantequilla y
el segundo en las exportaciones de queso y leche entera en polvo y Australia es el
tercer exportador de queso, y leche entera en polvo y el segundo en leche
descremada en polvo (FAO/WHO, 2011).

En México existen 1,390 establecimientos que elaboran queso, crema y
mantequilla; sin embargo, la gran mayoria son pequefias empresas de caracter
artesanal. La mayor parte de la produccion la aportan grandes empresas como
Nestlé, Grupo Chilchota, Evamex (Latinlac, marca Los Volcanes), Lala, Alpura,
entre otras empresas. México se ubica en el noveno lugar mundial en produccién
de quesos con alrededor de 268 mil toneladas. Las principales zonas productoras
de queso incluyen Coahuila, Durango, Chihuahua, Oaxaca, Querétaro,
Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, San Luis Potosi, Michoacan, Puebla,
Tlaxcala, Toluca y Chiapas. De acuerdo a las estadisticas de la SAGARPA, para
la produccion de quesos en México se destinan uno de cada cuatro litros de la
leche de vaca producida, produccién que alcanza un volumen estimado de
10,743,000 de litros de leche anualmente (SAGARPA, 2012).

2.1.3 Produccion de gueso artesanal en el Estado de Veracruz

Como la industria lactea del estado de Veracruz no tiene la capacidad para
almacenar y procesar toda la leche producida, la queseria artesanal juega un
papel importante ya que es la que recibe el mayor volumen de leche para producir
principalmente, quesos frescos (FUNPROVER, 2010).
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En el Estado no se conoce el dato exacto de cuantos queseros existen, ni el
volumen que procesan en conjunto, debido a que existen queserias que procesan
volumenes de 50 litros diarios hasta las que procesan 10,000 litros diarios. El
principal problema con el que se enfrenta, es el control sanitario, ya que la
mayoria de estas no pasteurizan la leche y no cuentan con las medidas sanitarias
para el procesamiento de los quesos, por lo que es latente algun tipo de contagio
de alguna enfermedad (zoonosis). Los principales tipos de queso que se producen
en el estado son el queso fresco o llamado ranchero, Oaxaca, panela y Manchego
(FUNPROVER, 2010).

En la parte de la comercializacion los queseros han disefiado sus propios
canales de comercializacion, siendo el regional o el local los principales canales,
en las diferentes regiones del estado. En el sur del estado existen queseros que
comercializan sus productos a otros estados como son Puebla, Morelos y
Guerrero, ellos elaboran principalmente queso fresco el cual es vendido en rodajas

de aproximadamente 750 a 850 g para su venta por pieza.

En la region norte existe el fendbmeno de cerco sanitario ya que para poder
comercializar sus productos a municipios del norte de Veracruz necesitan contar
con una certificacion sanitaria y muchos de los queseros no cuentan con ella, por
lo que para la mayoria, el mercado principal es el local y otros como la zona
Metropolitana del Valle de México. Estos productores de queso no cuentan con la
infraestructura necesaria para la transportacion de sus productos, por lo que fletan
autobuses para poder llevar sus productos y ser vendidos principalmente en

tianguis de la ciudad de México.

La SAGARPA (Secretaria de Desarrollo Agropecuario, Rural, Pesca y
Alimentacion) reporto que en el aflo 2012, la produccion de leche en el Estado de
Veracruz fue de 2,433,000 litros de leche de los cuales el 51 % de la leche se
destin6 a la elaboracion de queso artesanal con un estimado de produccién total
de 124,083 kg. Del total de litros producidos en el Estado de Veracruz el 85 % de
la leche es caliente, es decir, no se industrializa y, por lo tanto, el 51 % de ésta se
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vuelve queso artesanal principalmente. Solo el 15 % se enfria y la compran

Liconsa y Nestlé.

2.1.4 Etapas en la producciéon y procesamiento de queso.

La leche contiene grasa, proteinas (principalmente caseina, menos -
lactoglobulina y aun menos a-lactoalbimina), lactosa, minerales y agua. Cuando
se afiade &cido y/o renina a la leche, la caseina coagula y retiene gran parte de la
grasa, de lactosa, agua y minerales, formandose asi la cuajada. El liquido restante
es el suero y contiene disuelto lactosa, proteinas, minerales y otros componentes
menores. De esta forma, se obtiene una cuajada con la humedad y textura
deseada para su procesado posterior. La cuajada desuerada retiene
aproximadamente la mitad, en peso, del conjunto de los componentes de la leche
que forman el extracto seco total; para cada uno de ellos las proporciones son
aproximadamente, las siguientes: materia grasa 92%, materias nitrogenadas
totales 76%, caseinas 94%, lactosa 5%, cenizas totales 20%, extracto seco total
(ES) 50%, Extracto seco desengrasado (ESD) 33%. Se trata de valores cuyas
proporciones dependen del modo de fabricacién. La caseina y la materia grasa
son retenidas por la cuajada casi completamente; los otros componentes lo son en
cantidad proporcional al contenido en agua de la cuajada, es decir del lactosuero

que no se ha expulsado en el curso del desuerado (Alais, 1998).

La cuajada se puede elaborar a partir de leche cruda o pasteurizada.
Cuando se parte de leche cruda, la FDA exige que el queso tenga un periodo de
maduracion mayor de 60 dias, como medida de protecciébn frente a los
microorganismos productores de enfermedades que podrian estar en la leche
(Potter y Hotchkiss, 1999).

La fabricacion de un queso comprende tres fases esenciales (Lucey et al.,
2003):

a) Cuajado o coagulacion de la leche. La formacion del gel de caseina.
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b) Desuerado de la cuajada. La deshidratacion parcial de este gel por
sinéresis, es decir, por la contraccion de las micelas que lo forman.

c¢) Afinado o maduracién de la cuajada. Es la maduracion enzimatica del gel
deshidratado, del que es responsable, el primer lugar, la proliferacion de
determinados microorganismos.

En el caso del queso fresco, la fabricacion termina con el desuerado.

Coagulacion de la leche. En la elaboracion de quesos involucra la
coagulacion de micelas de caseina por la via de tres posibles métodos: protedlisis
limitada (usando renina u otros coagulantes), acidificando (con cultivos iniciadores
o adicion de acidos) y calentando; o la combinacién de estos tres métodos (Lucey
et al., 2003). Las micelas de caseina se aglomeran para formar un gel compacto
aprisionado el liquido de dispersion que constituye el suero. La cuajada se obtiene
por accion simultanea del cuajo y del acido lactico proveniente de la
transformacién de la lactosa por las bacterias lacticas. En una cuajada enzimatica
domina ampliamente la accion del cuajo y se disminuye al maximo la acidificacion
lactica. Por el contrario en la cuajada acida, el papel del cuajo es limitado y el

agente principal de la floculacion es la acidificacion (Dunand, 1999)

Coagulacion lactica o acida. Se lleva a cabo acidificando la leche por via
bioldgica, manteniendo la leche en reposo en el seno, siendo el Unico método que
permite obtener un gel homogéneo. Al reducirse el pH de la leche se provoca la
alteracion de las micelas de caseina modificando su dispersabilidad. La
acidificacién va acompafada de una desmineralizacion de las micelas.Cuando el
pH de la leche llega a ser 5.2 a 20°C, las micelas se desestabilizan
suficientemente para aglomerarse y formar un gel lactico. Dos factores regulan el
gel acido: la temperatura y la forma de acidificacion. A la temperatura de 5 °C y
valor de pH de 4.6, la leche se espesa (Lucey et al., 2003).

Coagulacion enzimatica. Es el sistema de coagulacion mas ampliamente
empleado en queseria. El mecanismo de accion de la enzima es como sigue: la
enzima provoca una protedlisis limitada de la k-caseina con lo cual pierde sus

propiedades estabilizantes en presencia de calcio respecto a las caseinas as; y B.

9
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Las micelas de caseina, cuya estructura se ha modificado, se agregan en fléculos
y después en fibras que finalmente constituyen una red tridimensional cuya
estructura se elabora progresivamente. La red tiene en su interior lactosuero y los
glébulos grasos de manera semejante a un liquido que impregna una esponja. La
rigidez del gel esta asegurada principalmente por el fosfato calcio coloidal que
constituye una verdadera armadura. La caseina se encuentra en forma del
complejo fosfoparacaseinato de calcio, es decir, en una forma muy mineralizada
(Veisseyre, 1988).

Coagulacién mixta. Es el resultado de la accion conjunta del cuajo y la
acidificacion lactica. Es la base de la fabricacién de numerosos quesos de pastas
suaves y blandas. En la practica industrial, la obtencion de un gel mixto puede
llevarse a cabo segun dos técnicas: la adiciébn de cuajo a una leche é&cida o la

acidificacion de un gel enzimatico (Gobin, 1999).

Desuerado. El gel, cualquiera que sea su modo de obtencién, constituye un
estado fisico inestable. Segun las condiciones en las que se encuentra, el liquido
de dispersion (lactosuero) que lo impregna se separa mas o menos rapidamente y
la fase sélida restante constituye la cuajada. Este fendbmeno se denomina
desuerado (Silva, 2006). Cuando se dejan en reposo, los geles evolucionan segun
su modo de formacién. Dejan escapar espontaneamente el lactosuero como
consecuencia de la contraccion de la red inicial. La disminucién del grado de
hidratacion de las micelas y el estrechamiento de las mallas del gel, se producen
simultdneamente pero la contribucion de cada uno de los fenédmenos varia con el

tipo de coagulo (Lopez, 2004).

2.1.4.1 Queso Fresco

El queso fresco (ranchero), es considerado el queso hispano mas popular
elaborado en Estados Unidos y en Meéxico. Es un queso de pasta blanda,
producido con leche de vaca pasteurizada, acidificada y de coagulacion

enzimatica. Practicamente se fabrica en todo el pais, tiene una vida de anaquel

10
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maxima de 10 dias y su tecnologia basica es la buena calidad de la leche, porque
de ella dependen el sabor, el aroma y su textura y en general sus caracteristicas
alimenticias. Este queso contiene cerca de 46-57 % de humedad, 18-29 % de
grasa, 17-21 % de proteina, entre 1-3 % de sal y un pH mayor o igual a 6.1

(Hwang y Gunasekaran, 2001).

En general la técnica de elaboracion del queso fresco implica
pasteurizacion de la leche, coagulacion enzimatica, corte de la cuajada para
obtener grano pequefio, desuerado total por comprension, refrigeracion de la
pasta, molino fino, se moldea en aros de diferentes tamafios y grosores, y

finalmente se mantiene el queso en refrigeracion, previo a su empacado.

2.1.4.2 Quesos de pasta hilada tipo Oaxaca.

El queso Oaxaca es un queso tipico de pasta hilada, contiene 40-46% de
humedad, 23 % de grasa y 24 % de proteina y tiene un pH de 5.0-5.5, también
elaborado a partir de leche entera. En general la técnica de elaboracion del queso
Oaxaca implica, la adicion de leche acida a la leche fresca hasta alcanzar una
acidez entre 28 y 35 °D (grados Dornic). Posteriormente se cuaja
enzimaticamente. Una variante de esta fase es coagular la leche fresca (15-18 °D)
y dejar reposar la leche hasta alcanzar la acidez que provoque la coagulacion de
la misma. La cuajada se corta manualmente, dejandola en reposo para que
desuere y se acidifique hasta obtener una pasta con cierta elasticidad, la cual se
funde con agua caliente. La temperatura aplicada dependera de la humedad y la
acidez de la pasta, es decir, a mayor humedad la temperatura aplicada sera
menor, en el caso de la acidez si ésta es menor, la temperatura requerida para
fundir sera mayor. Durante el fundido, la pasta se amasa constantemente y es asi
como se forma la “pasta hilada” con paredes lisas brillantes, caracteristicas de
este queso. Los parametros mas importantes para la obtencion de una buena
pasta son: un valor de pH de 5.2 aproximadamente, humedad de 40-46 % y para

la temperatura de fundido entre 54-64 °C. La pasta entonces se va estirando
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formando tiras de tamafio homogéneo, simultineamente se agrega la sal.
Posteriormente se deja enfriar y se enrolla y se empaca manteniéndolos bajo
almacenamiento refrigerado entre 4 y 6 °C (Esquivel y Santos, 1996).

2.1.5 Tipos de contaminacién en leche

La leche se contamina por productos biolégicos, quimicos vy fisicos. Dentro
de los contaminantes bioldgicos estan los microorganismos patdgenos, las
micotoxinas y dentro de los contaminantes quimicos; los residuos de plaguicidas
usados en la produccion agricola de forrajes y en el control de plagas que afectan
los cultivos. Considerando los peligros quimicos que se pueden presentar en la
leche desde la ordefia hasta su proceso industrial, es posible encontrar trazas de
plaguicidas (Aldrin, Dieldrin, DDT, HCH) y micotoxinas. Debido a la naturaleza
lipofilica de estas sustancias, su presencia en la leche se encuentra en los

glébulos de grasa.

2.2 Contaminantes quimicos: Plaguicidas organoclorados.

Plaguicida es cualquier sustancia que previene, destruye, atrae, repele o
combate plagas, plantas y animales indeseados, durante la produccién
almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos, o para
combatir ectoparasitos de animales (FAO/WHO, 2011).

El gobierno de Estados Unidos regulé al uso del DDT en 1960, por sus
pocos beneficios y su toxicidad ambiental, se clasifica como probable cancerigeno
en el humano (EPA, 2013). En 1972, la Agencia de Proteccion el Medio Ambiente
(EPA) prohibié el uso del DDT porque dafia la vida silvestre y la salud humana, al
afectar su reproduccion, y en animales forma tumores hepaticos. ElI Programa de
Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), en Estocolmo (Suecia) en
2001, reuni6 a 90 paises, que firmaron el Convenio sobre Contaminantes
Organicos Persistentes, que prohibe la produccion y uso de 12 tdxicos organicos

como los plaguicidas organoclorados; lindano (6-HCH), DDT vy el endosulfan. Sélo

12



ANTECEDENTES

se permite usar DDT contra el paludismo y la fiebre amarilla, pero esta prohibido

en el sector agricola (EPA, 2013).

Los insecticidas derivados de hidrocarburos clorados son plaguicidas
organoclorados (POCSs), sintéticos, son eficaces, persistentes y se transfieren a
niveles troficos de la cadena alimentaria. Modificaron las practicas agricolas y
crearon esperanza sobre el control de enfermedades endémicas transmitidas por
vectores. Los POCs se han sustituido por plaguicidas menos toxicos, pero como
son baratos y de amplio espectro, se siguen usando en paises en desarrollo. Los
residuos de POCs se presentan en grasas de origen animal, carne de aves,

pescado, huevos, y lacteos (Chung et al., 2011).

El monitoreo de residuos de POCs en los alimentos es un analisis de rutina

para el control de plaguicidas (Benbrook, 2002).

2.2.1 Propiedades generales de los plaguicidas organoclorados.

Los POCs son hidrocarburos clorados, algunos con O, S o ambos, tienen
baja presion y alta estabilidad quimica, y son resistentes al ataque de
microorganismos. Son poco solubles en agua y se disuelven en solventes
organicos, se acumulan en las grasas del tejido celular subcutaneo, la leche y la
sangre (Arias Verdes et al., 1990). Los POCs se eliminan del 30 al 40 % en la

leche y el DDT y su isbmero DDE no se destruyen con calor (FAO/WHO, 2011).

2.2.2 Clasificacion de los plaguicidas organoclorados
Los plaguicidas organoclorados se clasifican en 4 grupos (Mohammad,
2006; Ramirez y Lacasafa, 2001):

1. Aromaticos: DDT, Dicofol, Metoxicloro, Clorobencilato.

2. Cicloalcanos: Hexaclorociclohexano (HCH) y su isémero Lindano.
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3. Ciclodienos: Aldrin, Diedrin, Endrin, Heptacloro, Endosulfan y Clordano.

4. Terpenos: Canfeclor.

Su clasificacion se basa en su peligrosidad y toxicidad aguda (OMS, 1990),
gue es su capacidad de producir un dafio a la salud a través de una o multiples

exposiciones, en un periodo corto de tiempo (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Clasificacion de los plaguicidas organoclorados por su toxicidad.

De mayor a Insecticidas De mayor a Insecticidas
menor toxicidad organoclorados menor toxicidad organoclorados
1 Andrin 9 Kepone
2 Endosulfan 10 Terpenos
policlorados
3 Dieldrin 11 Clordano
4 Toxafen 12 Dicofol
5 Lindano 13 Clorobencilato
6 Hexaclorobenceno 14 Mirex
7 DDT 15 Metoxicloro
8 Heptacloro - e

2.2.2.1 Hexaclorociclohexano (HCH)

Los isémeros de HCH se producen por cloracion fotoquimica del benceno, y
forman al HCH técnico. EI HCH técnico se compone principalmente de cinco
isdbmeros de HCH: a-HCH (53-70%), B-HCH (3-14%), y-HCH (11-18%), 6-HCH (6-
10%) y €-HCH (3-5%). La mezcla de is6meros se usé mucho como insecticida
econdmico, el isémero gama es el Unico que exhibe propiedades insecticidas, se
le refina a partir del HCH técnico y se llama lindano (Fig. 2.2). La toxicidad de los
isdbmeros varia; el y-HCH es el mas toxico, sigue a-, &-, y B-HCH. El B-HCH tiene
la exposicion crénica, y es el mas téxico, seguido de a-, y-, y 6-HCH. Con
exposiciones cronicas, el aumento de la toxicidad de B-HCH se debe a su vida

media biolégica mas larga y su acumulacién en el cuerpo (ATSDR, 2005).
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Figura 2.2 Estructura quimica del plaguicida hexaclorociclohexano (HCH).

El lindano puro (>99%) se concentra por tratamiento de mezclas de
isbmeros de HCH con metanol o acido acético y cristalizacion. Aun asi el producto
contiene pequefias cantidades de otros isomeros de HCH (ATSDR, 2002). El
Lindano (y-HCH) es moderadamente soluble en agua (10 mg/L) y mas soluble en
acetona, benceno, cloroformo y etanol. Su presion de vapor es baja (9.4 x 10-6
mmHg a 20 °C) (Arias Verdes et al., 1990), su peso molecular de 290.83, con un
punto de fusion de 112.5 °C, punto de ebullicibn de 323.4 °C y un factor de
bioacumulacién de 19 + 9 en grasa de humano (Sang et al.,, 1999). El limite
maximo residual en leche es de 0.01 mg/kg. La OMS establecié una ingesta
méaxima admisible de 8 pg/kg de peso corporal/dia. La ingestién diaria admisible
segun la EPA es de 0.0035 mg/persona (ATSDR, 2008).

2.2.2.2 Diclorodifeniltricloroetano (DDT)

El 1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-clorofenil) etano o Diclorodifeniltricloroetano
(DDT) es un plaguicida sintético muy soluble en grasa y poco soluble en agua, de
amplio espectro, accién prolongada y estable, aplicado en el control de plagas
para todo tipo de cultivo. EI DDT de calidad técnica se utiliza como insecticida y se
compone de hasta 14 compuestos quimicos, de los cuales el p, p'-DDT (65-85 %)
es el ingrediente activo (Metcalf, 1995). El p,p’-DDT se metaboliza a DDE

(diclorodifenildicloroetileno) y a DDD (diclorodifenildicloroetano) (Figura 2.3), que
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son compuestos lipofilicos (sobre todo el DDE) y se acumulan en el tejido adiposo
(Rendon, 1990; Elika, 2008). No es volatil; pero pasa al aire a partir del suelo, de
manera continua, sobre todo en presencia de agua. En presencia de luz
ultravioleta, el DDT pierde HCIl y se transforma en DDE, compuesto que carece de
accion insecticida (Arias Verdes et al., 1990; Kelce et al., 1995). EI DDT mata a los
insectos por contacto, afectando su sistema nervioso, su efecto téxico y alto poder

residual se conserva por afos.

H

Cl——CI
Cl
DOT (Diclorodifeniltricloroetano)

CI CI CI"H_.:"’-'CI
sael
JCV\@ A KL
Dicloro difenil dicloroetano (DDE) Tetracloro difeniletano (DDD)

Figura 2.3 Estructura quimica del diclorodifeniltricloroetano (DDT), del
diclorodifenildicloroetano (DDE) y del tetraclorodifeniletano (DDD)

El DDT se acumula en la cadena alimentaria debido a que casi no se
metaboliza ni se excreta, esto es porque el DDT es lipofilico, muy estable y casi
incapaz de ser metabolizados en el cuerpo animal. A veces los humanos pueden

ser los consumidores finales.

La tasa de desaparicion del DDT se detiene porque gran parte de la pérdida

inicial del compuesto es debido a la volatilizacion, en lugar de la biodegradacién
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(Samuel y Pillai, 1990). EI DDT migra hacia microporos de las particulas del suelo
donde es secuestrado y no estd disponible para los microorganismos del suelo
(Alexander 1995, 1997). El arado coloca al DDT en la parte mas profunda del
suelo, posiblemente reduciendo la volatilizacion. La volatilizacion, el transporte
aéreo y la redeposicidon resultaron ser las principales vias de contaminacion del

forraje consumido por las vacas.

La conclusién de varios estudios fue que el DDT se disip6 mucho mas
rapidamente bajo condiciones tropicales que en condiciones templadas, (Racke et
al., 1997) debido en gran parte al aumento de la volatilidad en condiciones
tropicales. Los principales mecanismos de disipacion bajo condiciones tropicales
eran volatilizacién, la degradacion bioldgica y quimica, y en menor medida, la
adsorcion (Lichtenstein y Schulz 1959; Racke et al, 1997; Stewart y Chisholm
1971). La vida media de DDT en los suelos de la zona templada de Estados
Unidos era alrededor de 5.3 afios (Racke et al.,. 1997). El principal metabolito

detectado en suelos tropicales era DDE.

2.2.3 Mecanismos de accién de los plaguicidas organoclorados

La principal accion toxica de los organoclorados la ejercen sobre el sistema
nervioso, interfiriendo con el flujo de iones a través de las membranas de las
células nerviosas, aumentando de esta forma la irritabilidad de las neuronas,
siendo ademas inductores enzimaticos (PLAGSALUD, 2008).

Los efectos cronicos de los plaguicidas organoclorados son muy sutiles vy,
usualmente, son producidos por la exposicion prolongada a niveles bajos de
concentracion de estos plaguicidas. Los efectos quiza no aparezcan como
toxicidad aguda, pero en cambio, podrian aparecer como dificultades
reproductivas, desordenes nerviosos, dafios en algun 6rgano, carcinogenicidad,
mutagenicidad y teratogenicidad, entre otros (Arias Verdes et al., 1990). El

mecanismo de la accion toxica del DDT y demas compuestos del grupo no esta

17



ANTECEDENTES

bien aclarado; se considera que el DDT interfiere en la transmisién del impulso
nervioso en el axén de las células del sistema nervioso central (Arias Verdes et al.,
1990). El DDT al igual que otros plaguicidas organoclorados actian como toxico
nervioso cuya actividad se debe a que interfiere con el intercambio de los iones,
sodio y potasio a través de la membrana del axon, e impide que restaure la
polarizacion después del paso del estimulo nervioso, dando como resultado una
sucesidn de impulsos repetitivos a lo largo de la fibra, después de uno simple; ello
induce a la liberacion anormal del neurotransmisor acetilcolina con la consiguiente
despolarizaciéon de la membrana neural, conduciendo a la hiperexcitacion de
hiperconductancia de impulsos manifestada como hipersensibilidad, temores,
convulsiones, taquicardia, acidosis metabdlica, hipertermia y finalmente postracion
completa (Batten y Hutson, 1989). En condiciones normales, cuando un impulso
pasa a través del axén, hay un movimiento rapido de iones sodio y potasio a
través de la membrana del axdn, en el que el potasio sale de la célula y el sodio
entra; este movimiento despolariza la membrana por corto tiempo, pero vuelve a
polarizarse al cesar el impulso y el flujo de cationes se invierte (Arias Verdes et al.,
1990).

Cuando el dafio afecta a muchas células nerviosas, se produce una grave
interrupcion de las funciones del sistema nervioso. Se ha sugerido que el
responsable de la alteracion de la permeabilidad de la membrana del axoén
nervioso podria ser un complejo de transferencia de carga entre el DDT y algun
constituyente de la fibra nerviosa. EI DDT tiene afinidad por los lipidos de la
membrana de la vaina del axén y provoca descargas repetidas en el nervio, que
se manifiesta por temblores. La inestabilidad del axdn nervioso se debe a la
presencia del DDD, el cual altera la permeabilidad de la membrana para los iones
de sodio y potasio, tal vez por la formacion de un complejo transportador entre el
DDT y los compuestos de la membrana. El DDD y el metoxicloro actian del mismo
modo sobre el axdn nervioso (Arias Verdes et al., 1990). Debido a que, en general,
la DL50 de estos compuestos es alta (DDT: 113 mg/kg en rata via oral (de clase
altamente peligroso) sus efectos toxicos sobre los seres vivos ocurren

principalmente a largo plazo, esto es, son cronicos; sin embargo, como ocurre con
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cualquier otra sustancia quimica, también se llegan a presentar intoxicaciones
agudas (Albert y Alpuches, 1990). El grupo de los cicloalcanos clorados como el
HCH, también actian aumentando la excitabilidad del sistema nervioso pero de
otra manera: la célula nerviosa en cuya membrana se localiza un transportador de
Cl que, al ser negativo e ingresar a la célula, es capaz de disminuir la polaridad
positiva y recuperar el estado de reposo; este transportador de Cl es dependiente
del &cido gamma amino butirico (GABA), el problema con estos compuestos es
que se interponen en el sitio de accion de GABA (con dos subunidades una alfa y
una beta) por lo que el canal de Cl permanece cerrado, lo que es otra via para
generar que la célula no alcance el nivel de reposo y, por lo tanto, esté en un nivel
de sobreexcitacion, presentando la manifestacion clinica de intoxicacion (Devine et
al., 2008).

2.2.4 Toxicocinética de los plaguicidas organoclorados.

Después de ingresar al organismo por via dérmica u oral, o por la ingestion
o inhalacion, los plaguicidas como los organoclorados se reabsorben a través de
la piel o de la mucosa intestinal. La sangre distribuye el compuesto o lo elimina a
través de la piel o de la mucosa intestinal. La sangre distribuye el compuesto o lo
elimina a través de la leche, por heces u orina, o lo biotransforma y los deposita en

los tejidos. Este proceso se muestra en la Fig. 2.4 (Holler, 1986).

Una vez absorbidos, los plaguicidas organoclorados pasan a la sangre y
son distribuidos por todo el organismo; se establece entonces un equilibrio de
concentraciones entre los elementos grasos y proteicos constitutivos de la sangre
y otros tejidos ricos en grasas, especialmente el tejido adiposo. También se
pueden encontrar diferentes concentraciones en el higado, rifiones y otros
organos, dependiendo de la dosis absorbida. Los plaguicidas organoclorados son
poco solubles en agua; por esto, cuando ocurre una exposicion subita a ellos, la
sangre se sobresatura con los plaguicidas inalterados; el higado metaboliza una
parte de estos plaguicidas y la grasa secuestra parte de los compuestos

inalterados y algunos de sus metabolitos (Arias Verdes et al., 1990).
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Figura 2.4 Reabsorcion, distribucion y eliminacion de plaguicidas organoclorados (Holler,
1996; Arias Verdes et al., 1990).

La absorcion de grandes dosis se facilita cuando estos plaguicidas se han
disuelto en grasa animal o vegetal. La penetracion dérmica de los plaguicidas

organoclorados varia ampliamente, desde el DDT que es poco absorbido por la
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piel intacta, aun en solucion aceitosa, hasta aquéllos como endrin, aldrin, dieldrin
heptacloro, que penetra con mayor rapidez y proporcion. En general, los efectos
toxicos de los plaguicidas organoclorados se observan con mayor rapidez después
de su ingestion, que por exposicion dérmica o inhalacion (Arias Verdes et al.,
1990).

2.2.5 Efecto toxico de los plaguicidas

Los plaguicidas han sido desarrollados para producir efectos toxicos en las
plagas y a pesar de que esos efectos pueden también llegar a producirse en
organismos vivos “no blanco” de su accion, esta ultima posibilidad sélo tendra
lugar si la exposicion de dichos organismos alcanza los niveles suficientes para
que se produzca el efecto toxico. La clasificacion de las intoxicaciones es la que
se basa en la duracion de la exposicion, distinguiéndose dos tipos: agudas y
cronicas (Arias Verdes et al., 1990).

a) En la intoxicacion aguda: el cuadro principal y mas grave son las
convulsiones, las cuales pueden determinar secuelas permanentes. Como
elementos adicionales se pueden ver disminucion en la hemoglobina,
aumento en la urea, leucocitosis moderada y alteraciones en el
electrocardiograma (Arias Verdes et al., 1990).

b) Intoxicacion crénica: usualmente se produce por exposicion prolongada (a
largo plazo) a concentraciones bajas. La intoxicacion crénica se relaciona
con patologias cancerigenas, mutagénicas, teratogénicas o alteraciones
de la reproduccion, alteraciones del sistema inmunitario, endocrino, renal y

hepatico (Gento y Dominguez, 2002).

Por lo anterior, ademas de conocer las propiedades téxicas de los
plaguicidas, se requiere conocer o estimar en cada pais las posibles exposiciones
de seres humanos y de otros organismos, que pueden tener lugar en las
localidades en las que se aplica o a las que llegaran al difundirse en el ambiente o

a través de la cadena alimentaria.
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2.2.6 Legislacion de plaguicidas organoclorados en alimentos para
humanos

Los residuos de plaguicidas afectan tanto a la salud publica como al
comercio, ya que su presencia, ademas de constituir un riesgo para la salud de los
consumidores, constituye también una barrera que limita la comercializacién de
productos en los mercados internacionales. De este modo, se han convertido en
uno de los problemas ambientales y sanitarios. Como consecuencia, los
organismos oficiales internacionales deben regular las concentraciones maximas
admisibles de plaguicidas en los productos agroalimentarios. En este sentido, el
Codex Alimentarius define también el limite maximo de residuos (LMR) como “/a
concentracion méaxima de residuos de un plaguicida (expresada en mg/kg) para
gue se permita legalmente su uso en la superficie 0 en la parte interna de los
productos alimenticios para consumo humano y de piensos”. Para el HCH, el limite
maximo residual en leche es de 0.01 mg/kg, en fresas de 3 mg/kg: se establecio
para la mayoria de frutas y verduras el umbral de 0.5 mg/kg (ATSDR, 2005). El
LMR establecido por la FAO/WHO de > HCH (a-HCH+BHCH+yHCH) es de 0.1 mg
kg' y para la YDDT (pp’-DDT + pp’-DDE + pp'DDD + op’DDT) el nivel de
tolerancia es de 0.05 mg kg™ (FAO/WHO 1997b).

2.2.7 Degradacién de plaguicidas organoclorados

Cuando un plaguicida es liberado en el medio ambiente, los componentes
biéticos y abioticos de éste, pueden inducir transformaciones en su estructura, que

pueden modificar sus caracteristicas fisico-quimicas y su accion bioldgica.
La cinética de degradacion de plaguicidas se ve afectada por:

1.- Cantidad de plaguicida y accesabilidad del sistema que lo va a degradar. Por
ejemplo, el plaguicida puede estar absorbido y no ser accesible a los
microorganismos del suelo o por el contrario puede estar como emulsion en

agua y ser muy facilmente accesible.
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2.- Presencia de microorganismos o sistemas enzimaticos capaces de degradar
los plaguicidas
3.- Nivel de actividad de los microorganismos, éste a su vez esta afectado por
condiciones ambientales tales como el pH, T, humedad, aireacion, etc.
Los organoclorados son moléculas organicas con cloro en varios lugares de
su estructura, el numero y localizacion de estos cloros determinan la facilidad de

degradacion del compuesto. Cuanto més sustituido, mas degradable.

Los microorganismos transforman al DDT en DDD, mientras que mamiferos
e insectos lo hacen principalmente en DDE, en virtud de sus diferentes sistemas
enzimaticos. Tanto el DDD como el DDE son compuestos muy estables y de larga
vida en el medio y ademas son muy téxicos (Arisoy 1998; Lichtenstein y Schulz
1959; Stewart y Chisholm 1971).

La facilidad de degradacion de un plaguicida depende de su estructura

molecular. En general los mas resistentes son los organoclorados.

La degradacion del lindano se puede llevar a cabo por diversos
microorganismos facultativos, estrictos anaerobios y aerobios (Guillen-Barrangan,
2008). La compleja estructura del lindano se puede romper en dos: 2,4,5-
triclorofenol o el 2,3,5- triclorofenol. Estos compuestos causan problemas de olor y

sabor al agua (Figura 2.5).

Se ha reportado la biodegradacién de lindano (¥-HCH) y otros isémeros de
HCH por cultivos de bacterias puras (Clostridium rectum, Pandoraea spp.), mezcla
de una poblacién microbiana mixta nativa, hongos de pudricion blanca y lodos de
aguas residuales en condiciones aerébicas y anaerobicas (Singh et al., 1999; Figura
2.6).

Algunos trabajos indican que el DDT ha alcanzado valores de
biodegradacion de 30 y 90 9%, mientras que ha presentado grados de
mineralizacion en 5.3 y 30 %, en cultivos liquidos y del 4 % en tratamientos sobre
suelo contaminado (Zhao y Yi, 2010; Arisoy, 1998; Bumpus y Aust, 1987). El DDT

23



ANTECEDENTES

es deshalogenado reductivamente a 1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorofenil) etano (DDD) o
hidroxilado a 2,2,2-tricloro-1,1-bis (4-clorofenil) etanol (Dicofol) (Hammel, 1992).
Estos metabolitos intermediarios se forman y después desaparecen lo cual indica

gue estos productos tienden a la mineralizacion (Field, 2004).

Cl
Cl Cl
Cl Cl
Cl
Lindano
Cl Cl
Cl Cl OH
OH
Cl Cl

Z:4Tpciorefonol 2.3.5- Triclorofenol

Figura 2.5 Estructura del lindano y de sus derivados 2,4,5-triclorofenol y 2,3,5-triclorofenol.

Cl Cl OH
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; Hidroxilacion
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Cl Cl Cl Cl
Cl Cl Cl

Lindano

Figura 2.6 Reaccién de degradacion de lindano por hongos de pudricién blanca (Singh et
al., 1999).

La mayoria de los plaguicidas organoclorados son relativamente resistentes

a las técnicas de procesamiento utilizadas para la leche y productos lacteos. Una
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vez que los residuos quedan en la leche son estables y dificiles de eliminar (Liska,
1968).

Diversos estudios han sefalado la presencia de POCs en muestras de
leche fresca y pasteurizada. En los mercados de Kampala (Uganda) se detectaron
cinco plaguicidas organoclorados: aldrin, dieldrin, endosulfan, lindano, DDT y sus
metabolitos en las muestras de leche, donde la media del DDT de 0.052 mg/kg
grasa de leche (Tabla 2.3) fue ligeramente superior al LMR de 0.050 mg/kg (grasa)
establecidos por la Comision del Codex Alimentarius FAO/WHO (2008). No
obstante, la mayoria de los residuos detectados estuvieron por encima de los

limites de residuales establecidos (Kampire et al., 2011).

Tabla 2.3 Concentracion de plaguicidas organoclorados en leche fresca y pasteurizada.

Concentracién media (mg kg de grasa™) + desviacién estandar

Plaguicida ;
Leche fresca (n=54) Leche pasteurizada (n=47)
Lindano 0.026 + 0.003 0.022 £ 0.001
p,p’ - DDT 0.033 £ 0.007 0.025 £ 0.004
p,p’ - DDE 0.009 £ 0.002 0.008 £ 0.003
o,p’- DDT 0.008 £ 0.001 0.007 £ 0.001
s DDT 0.052 + 0.010 0.041 £ 0.005

Kampire, 2011.

Abou Donia et al. (2010) monitored residuos de plaguicidas en leche de
vaca y bufala, en las cuales detect6 HCB (Hexaclorociclobenceno), lindano, aldrin,
heptacloro, endrin y DDT, por arriba de los LMR residuales de la FAO/WHO
(2008). Alrededor del 50 y 43.30% de los residuos detectados fue lindano, con una
media de 0.046 y 0.036 mg/kg base grasa, en leche de budfala y vaca
respectivamente. La presencia de lindano en las muestras colectadas estaban por

encima de los LMR de las organizaciones internacionales (0.01mg/kg grasa).

Maitre et al. (1994) analizaron 120 muestras de leche pasteurizadas en la
ciudad de Santa Fé, Argentina, para determinar DDT total, encontrando un valor

medio de 0.990 mg/kg, y detectdndose en el 49 % de las muestras. A pesar de

25



ANTECEDENTES

gue su presencia en alta concentracion es esporadica, no se encontro por encima
de los valores aceptables, de acuerdo al limite de tolerancia de la FAO/WHO
(1992) de 1.25 mg/kg. En este estudio no se encontré6 una relacion entre la

maxima concentracion de plaguicidas y la estacion del afio.

2.2.8 Presencia de plaguicidas organoclorados en leche en México

Pardio et al. (2003) realizaron un estudio para evaluar la magnitud de
contaminacion de la leche bovina en la region central de Veracruz. Entre los
residuos de plaguicidas analizados, las muestras de leche de Tlalixcoyan
mostraron un nivel medio de 0.128 mg kg de y-HCH, fue significativamente
mayor que los residuos en muestras de leche de Medellin (0.049 mg kg™), Paso
San Juan (0.022 mg kg™) y trece veces mas que los LMRs de 0.01 mg kg™ de la
FAO/OMS (1997). El nivel medio de p,p’-DDE en muestras de leche de Medellin
(0.039 mg kg™?) fue significativamente mayor que en el Paso de San Juan (0.018
mg kg™) y Tlalixcoyan (0.024 mg kg™). El nivel medio de p,p’-DDT en la muestras
de leche en Medellin (0.089 mg kg®) fue significativamente mas alta que los
niveles detectados en las otras dos areas. El nivel mas alto del sDDT detectados
en muestras de Medellin (0.146 mg kg™) fue tres veces el nivel de tolerancia de la
FAO/OMS (1997) de 0.05 mg kg™.

Lopez (2005) evalué los niveles de contaminacibn de DDT y sus
metabolitos en leche fresca de Soledad y Jamapa en el estado de Veracruz,
donde la concentracion de los metabolitos p,p'DDE, p,p’DDD, o,p’- DDT y 2-DDT
de la leche procedente de Jamapa fue menor significativamente (P< 0.05). De
acuerdo a los niveles de contaminacion que presentaron las leches de Soledad y
Jamapa, la leche de Soledad present6 los mayores niveles de contaminacion,
siendo los metabolitos p,p"-DDE, p,p"-DDT y 0,p"-DDT los mas elevados. Las
sumatorias de DDT de ambos ranchos no rebasaron el LMR de 50 ug/kg base
lipidica establecido por la FAO/WHO (1997).

Prado et al. (2007) cuantificaron los niveles de plaguicidas organoclorados y
sus metabolitos en 40 muestras de leche cruda de cabra en Querétaro, en todas
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las muestras se encontraron al menos uno de los POCs o sus metabolitos
estudiados. Los POCs con mayor frecuencia fueron heptacloro con 95.4 % y a-
HCH con 70.5% vy los residuos de POCs con valores mas altos fueron y-HCH
(37.75 ng/g), B-HCH (35.98 ng/g) y p,p"-DDD(31.77 ng/g). Se encontré que la
sumatoria de (a,B,y,0)-HCH fue de 114.74 ng/g, y la sumatoria de DDT, DDD y
DDE fue de 66.14 ng/g y la suma de ambos dié un total de 0.181 pg/g, por lo que
los valores de POCs en las muestras de leche se encontraron por arriba de los
limites permitidos para leche vacuna (0.15 ug/g), el parametro de referencia es del
ganado bovino porque en México no existe legislacion oficial que establezca LMR
de POCs en leche de cabra. Los valores encontrados muestran una
contaminacion basal por las corrientes de agua, el aire, el suelo los pastizales, la

alimentacion y el manejo de los insecticidas en las actividades agricolas.

Gutiérrez et al. (2012) cuantificaron 36 muestras de leche de vaca en
granjas organicas del estado de Chiapas. La concentraciéon promedio para a+f
HCH fue de 3.62 ng/g, y-HCH de 0.34 ng/g, epdxido heptacloro de 0.67 ng/g, DDT
y sus isémeros de 1.53 ng/g. En general los valores encontrados para la leche
fresca fue méas baja que los limites permisibles por la FAO/WHO/Codex
Alimentarius 2007. A pesar de que la concentracion de residuos de plaguicidas en
leche de vaca de Chiapas se encuentra debajo de los LMRs, es imposible evitar
las bajas concentraciones en los alimentos organicos debido a la aplicacién de
estos compuestos organoclorados en el pasado.

2.2.9 Presenciade plaguicidas organoclorados en quesos

Darko y Acquaah (2008) determinaron las concentraciones de plaguicidas
organoclorados como lindano, DDT y DDE en tres comunidades de Ghana (Tafo,
Asawai y Aboabo). En la region de Asawai, la concentracién de DDT y DDE fue de
42.17 pgl/kg y 31.50 pg/kg respectivamente. La concentracion promedio en la
region de Tafo de DDT fue de 298.57 ug/kg mientras que la concentracion de DDE
fue de 140.14 pg/kg. La concentracion mas alta de DDT en todas las muestras fue

de 149.07 ug/kg analizadas en queso de la regién de Aboabo. Los niveles de DDT
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y sus metabolitos, DDE, en queso de las tres regiones monitoreadas (Aboabo,
Tafo y Asawai) presentaron niveles mas bajos que los recomendados por la
FAO/WHO (2006) de 500 pg/kg. Aunque las concentraciones de estos plaguicidas
se encontraron en niveles mas bajos que los LMRs, podrian acumularse hasta

niveles mas altos en humanos debido a su consumo de queso.

2.3 Contaminantes de origen fangico: Micotoxinas

El término micotoxinas es la combinacion de la palabra griega mykes:
hongo y la palabra latina toxicum: veneno. Se trata, en general, de moléculas
relativamente pequefias (PM < 700 Da) con estructura quimica y actividad
biol6gica muy diversa, capaces de desencadenar diversas alteraciones y cuadros
patolégicos. Por lo general, la exposicion es a través del consumo de alimentos
contaminados, que causa enfermedades conocidas como micotoxicosis (Turner et
al., 2009).

Las principales micotoxinas son las aflatoxinas, la zearalenona,
tricotecenos, fumonisinas, ocratoxina A, deoxinivalenol y patulina. Las AFs son
metabolitos secundarios, toxicos, producidos por algunas especies fungicas, que
pueden contaminar los cultivos en el campo o en el almacén y son una amenaza
potencial para la salud animal y humana (Prandini et al., 2009). Se considera que
un 25% de las cosechas mundiales de cereales estan contaminadas por
micotoxinas (Soriano, 2007). Los mohos toxicogénicos se desarrollan en gran
variedad de sustratos, y contaminan los alimentos cuando estan en cultivo,
procesados, transformados o almacenados en condiciones adecuadas que

favorezcan su desarrollo.

2.3.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas (AFs) son compuestos sin olor, sin sabor y sin color.

Quimicamente, son estables en los alimentos y resistentes a la degradacion bajo
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procedimientos de coccion normales. Es dificil eliminarlas una vez que se
producen.

Las AFs son un grupo de metabolitos secundarios toxicos pertenecientes a
la familia de las difurano-cumarinas, se clasifican en dos grandes grupos de
acuerdo a su estructura quimica; la serie 1 difuro-cumaro-ciclo-pentanonas que
comprende a la aflatoxina B; (AFB;), B, (AFB, y a la AFBy,), la M; (AFM1), My
(AFM, y AFMy,) vy aflatoxicol (AFL) y la serie 2 difuro-cumaro-lactonas con las
aflatoxinas Gi (AFG1), G2 (AFG2y AFGz,), de las cuales las mas frecuentes en los
alimentos son las AFB1, AFB;, AFG;, AFG,, AFM1 y AFM; (Figura 2.7).

Figura 2.7 Estructura quimica de las aflatoxinas (Juan et al., 2007).

Las dos principales especies de Aspergillus que producen AFs son A. flavus
que origina Unicamente a las AFB; y AFB; y A. parasiticus que puede producir AFs
B y G. Sin embargo, las mas importantes son B, B,, G; y G, distinguidas por su

color fluorescente bajo la luz ultravioleta (B: “blue”, azul y G: “green”, verde).
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Aunque las AFs pueden encontrarse en muchos productos agricolas, los
mayores niveles de contaminacion se han encontrado en semillas de algodén y
maiz, cacahuates, nueces, avellanas y otros frutos secos. En cereales como el
trigo, el arroz, el centeno o la cebada hay menos AFs, siendo los niveles
generalmente bajos. Las condiciones climaticas de las zonas tropicales favorecen
la formacion de aflatoxinas, sin embargo, también pueden producirse en zonas
mas templadas.

Los principales géneros de hongos productores de micotoxinas son
Aspergillus, Fusarium y Penicilllum. Las AFs son un grupo de micotoxinas
ampliamente investigado y pueden ser producidas por tres especies de hongos:

Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius.

2.3.2 Hongos productores de aflatoxinas

Las aflatoxinas se pueden producir principalmente por tres especies de
Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus, y A. nomius, que contamina las plantas y
productos vegetales, se producen ampliamente en las regiones tropicales y
semitropicales en una amplia gama de productos agricolas y matrices de
alimentos. A. flavus y A. parasiticus son hongos ubicuos y muestran una afinidad
particular para las semillas oleaginosas como fuente de crecimiento. A. flavus y A.
parasiticus colonizan plantas en el campo, las areas geograficas de mayor riesgo
son aquellas con clima tropical o subtropical, pero pueden también colonizar
productos en poscosecha, si no se encuentran adecuadamente deshidratados
(Prandini et al., 2009). El rango de temperatura de crecimiento de estos hongos es
de 12-48 °C, pero las condiciones optimas ocurren en 36-38°C. La produccion de
aflatoxina ocurre con temperaturas entre 20 y 30 °C. Las principales fuentes de
aflatoxinas en los alimentos son harina de cacahuate, maiz y harina de algodén;
estos hongos pueden sobrevivir en el suelo, en los residuos de los cultivos, y
cuando las condiciones son apropiadas comienzan a producir esporas que se

propagan por el viento.
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A. parasiticus prefiere un ambiente del suelo y es mas comun en
cacahuetes mientras que A. flavus se adapta mejor a un ambiente aéreo, de
hecho, es la especie predominante en frutos secos, algodon y maiz, por lo tanto,
A. flavus es el hongo de interés real para los problemas relativos a maiz. Este
hongo generalmente coloniza los granos dafiados, pero en algunos casos puede
producir pectinasa y cutinasa, Utiles enzimas que permiten penetrar de forma
activa un grano dafiado (Prandini et al., 2009). De estas dos especies, A. flavus
produce AFB; y AFB,, mientras que A. parasiticus produce estas aflatoxinas B, asi
como la AFG1l y AFG; (Tabla 2.4) (Shephard, 2008).

Tabla 2.4 Micotoxinas en lacteos, especies de hongos productores y alimentos
contaminados.

Micotoxina Hongos productores Alimentos contaminado

Aspergillus flavus,

Aflatoxinas By, Bz, Gy, G, Aspergillus parasiticus

Maiz, arroz, frutos secos

Aflatoxinas M; Metabolito de AFB; en mamiferos Leche, productos lacteos

Shephard, 2008; Prandini et al., 2009

2.3.3 Condiciones que favorecen la presenciay la produccion de aflatoxina
Hay diversos factores que influyen en la seleccion de la microflora presente

en los alimentos, estos factores se pueden agrupar de la siguiente manera:

1.- Factores intrinsecos, relacionados con la composicion quimica, las
propiedades fisicas o bioldgicas del alimento. Tales como la composicion del

alimento, actividad del agua y el pH.

2.- Factores extrinsecos o propios del ambiente donde se conserva el alimento.
Estan integrados principalmente por la temperatura de almacenamiento, la
humedad ambiental, la tension de oxigeno, la composicion gaseosa ambiental o

del envase, la presencia o ausencia de luz.
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3.- Factores implicitos, se refiere a las relaciones de competencia y dependencia

entre los diferentes microorganismos presentes en los alimentos.

Los factores intrinsecos, extrinsecos e implicitos, ejercen una presion sobre
el desarrollo de los mohos toxicogénicos y por lo tanto sobre la acumulacion de las
micotoxinas. El conocimiento sobre estos factores permite comprender y predecir

la entrada de las micotoxinas en la cadena alimentaria (Soriano, 2007).

Los mohos estan adaptados a desarrollarse en un amplio intervalo de
temperaturas, de manera que las condiciones de produccion, en campo, de la
mayoria de las materias primas para la industria alimentaria, pueden conducir a un
problema de contaminacion fungico o de micotoxinas, debido a que las
temperaturas de almacenamiento (temperatura ambiente) o refrigeracién, no son

suficiente para frenar la alteracion por partes de los mohos.

Aspergillus flavus y A. parasiticus crecen desde 10 a 43 °C, con un éptimo
entre 32 y 33°C. Las aflatoxinas se producen a temperaturas entre 12 y 40 °C. El
nivel mas alto de AFs producidas por A. flavus, en caldo de cultivo es de 25-30 °C

tras dos semanas de incubacion.

La actividad de agua (aw junto con la temperatura, son los factores mas
determinantes del desarrollo fungico. La a,, se usa en microbiologia como medida
de la disponibilidad de agua por parte de los microorganismos. La a, es el
parametro responsable de que las micotoxinas se acumulen en el alimento,
generalmente cereales, en precosecha, postcosecha, en condiciones mas bajas
de humedad. La presencia de AFs en el maiz suele estar ligada a la
contaminacion en el campo por A. flavus, aunque también puede sintetizarse en
cereales almacenados con bajos niveles de humedad. A. flavus y A. parasiticus
crecen en condiciones oOptimas a 0.99 a,, estando la a, minima para su
crecimiento entre 0.80-0.83. Las AFs, sin embargo, se producen en el intervalo de

0.95-0.99, auque se ha encontrado un minimo de 0.82 a,, para A. flavus

Los hongos son capaces de crecer en un intervalo de pH entre 3 y 8,

aunque su oOptimo es cercano a 5. A pesar de que el pH no es un condicionante
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tan importante para el desarrollo fiungico como lo es la a,, 0 temperatura, el cambio
de pH de un sustrato o alimento puede alterar la respuesta fungica al resto de
factores. Por lo general la especie A. flavus toleran mal los valores de pH muy
acidos (2-3) y su crecimiento se ve afectado a valores de pH alcalinos. A veces el
pH cambia la principal toxina sintetizada por un moho. Por ejemplo el A.
parasiticus cuando crece en un medio de cultivo semi-sintético con un nivel de pH

menor de 6.0 se favorece la sintesis de AFs del grupo B.

Otros factores que que influyen sobre la produccién de micotoxinas por
parte de las cepas micotoxicogénicas es el sustrato sobre el que estos mohos se

desarrollan.

Interacciones entre microorganismos, tanto inter como intraespecifica, no
s6lo afecta el desarrollo microbiano, sino que también puede producir un efecto

marcado en la sintesis de micotoxinas.

2.3.3.1 Aflatoxina B1 y su biotransformacion a aflatoxina M;

La aflatoxina M; (AFM1) es un metabolito hidroxilado de la AFB; que se
produce en el higado de las vacas. La AFB; ingerida en la dieta es
biotransformada por el citocromo microsomal hepatico P450 en AFM1 (Battacone
et al., 2005), que luego se excreta a través de las glandulas mamarias en la leche
de hembras de mamiferos (Torkar y Vengu, 2008; Skrbi et al., 2015).

El 0.4% de la AFM1 pasa a la leche de vaca de 3 a 18 horas después de
ser ingerida la AFB;; en la cabra pasa a leche el 1 %, por ejemplo; si una vaca
consume 6 kg de pienso contaminado por 10 ug kg™ de AFB;, con una produccién
diaria de 20 L de leche se eliminaria de 0.02 a 0.07 ug kg™* de AFML1.

La AFM1 se detecta en la leche del animal de 12 a 24 horas después de la
ingestion de AFB; alcanzando los niveles mas elevados a los 2 o 3 dias vy

desaparece totalmente 4 60 5 dias después de su consumo. El nivel de AFM1
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encontrado en la leche es proporcional a la cantidad de AFB; que ha sido
consumido por el ganado a través del pienso. El maiz, cacahuates y las semillas
de algodon son los principales responsables de la presencia de AFB; en la dieta

de los animales.

2.3.3.1.1 Aflatoxina B,y su biotransformacion a Aflatoxina M,

La aflatoxina M, es un producto de la bioconversion de mamiferos, de AFB,
y originalmente se aislan e identifican e a partir de leche bovina. Después de
entrar en el cuerpo mamifero (humanos o animales), las aflatoxinas son
metabolizadas por las enzimas hepaticas del citocromo P450 a una enzima
reactiva de epoxido intermedio que se vuelve mas cancerigeno, o ser hidroxilado y
convertirse en el menos perjudicial de las aflatoxinas M,. Sin embargo, estudios
recientes indicaron que A. parasiticus produce las aflatoxinas menores M, (AFM,),
y GM, (AFGMy,), asi como las principales aflatoxinas B; (AFB;), B, (AFBy), G1
(AFG1) y G2 (AFG,) (Garrido et al.,, 2003; Yu, 2012).

2.3.3.2 Toxicocinética de la aflatoxina M;

Las AFs son absorbidas en el tracto gastrointestinal debido a su alta
liposolubilidad (IARC, 2002), son biotransformadas en el higado por enzimas
microsomales de la superfamilia del citocromo P450 entre las que se encuentran
CYP1A2, 3A4, 3A5 y 3A7 (Urrego y Diaz, 2006). Las dos enzimas mas
importantes son representadas por la CYP3A4 que interviene en la formacién de la
forma exo-epoxido y el metabolito AFQ;. La CYP1A forma en su mayoria la forma
endoepoxido y la AFM1 (Urrego y Diaz, 2006). Los productos de degradacion de la
AFB; y metabolitos no conjugados de esta pasan al sistema circulatorio y se
distribuye a la leche, huevos, masculo y tejidos comestibles. El 50% de la AFB,, es
eliminada por la bilis en su forma conjugada con glutation, acido glucurdnico o con
sulfato y el 15 al 25% es eliminada por la orina (Soriano del Castillo, 2007). La
AFM1 se excreta en las 48 horas siguientes a la ingestion y representa entre el 1
al 4 % de la AFB; ingerida. La AFB; requiere una activacion para producir

mutaciones. La ruta de activacion es la conversion de AFB; en el metabolito
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electrofilico AFB;-8,9-epoxido (anteriormente denominado AFB;-2,3 epOxido)
(Ellenhorn, 1997; Fernandez de Oliveira y Leal, 1997). La formacién del epéxido
requiere la presencia de un doble enlace entre los carbonos Cg-Cg, por esta razén
las AFs B, y G, son practicamente atdxicas en comparacion con las AFs B; y Gi.
La AFM1, aunque presenta el doble enlace entre los carbonos Cg y Cg, €s dos
ordenes de magnitud menos téxica que la AFB; en cuanto al efecto cancerigeno
se refiere (Diaz, 1996).

2.3.3.3 Efectos téxicos de la aflatoxina My

La AFM1 produce efectos toxicos agudos similares a la AFB;, y causa
lesiones hepéticas parecidas a las producidas por AFB; y necrosis en los tubulos
renales (Purchase, 1967).

La AFM1y la AFB; tienen una TDsg (dosis de micotoxina con la cual el 50 %
de los individuos pueden desarrollar tumores malignos) de 10.38 y 1.15 ug kg pc™
dia, por lo que se considera que la potencia cancerigenas de la AFM1 fue
clasificada por la IARC como posible carcinégeno en humanos (grupo 2B) (IARC,
1993). La AFM1 es genotdxica y mutagénica (test de Ames) pero en menor

proporcion que la AFB; (Cullen, 1987).

La AFM1 induce cancer de higado en roedores por un mecanismo similar a
la AFB,, la AFM1 es oxidada por las oxigenasas de la funcion mixta del citocromo
P450 del higado, que se oxida a 8,9-epOxido, que se une a los residuos de
guanina de la doble hélice de DNA, a diferencia de la AFB;, la AFM1 parece tener
un efecto citotoxico directo en células humanas que no precisa de activacion

metabdlica previa (Soriano del Castillo, 2007).

El metabolismo oxidativo de AFB; a su forma epo6xido y a AFM1 puede
bloquearse in vitro (hepatocitos humanos) e in vivo (ratas) mediante un tratamiento
con Oltipraz, un medicamento antiquistostomal que bloquea la formacién del
epoxido e induce la formacion de la enzima mas importante de detoxificacion de la
AFB;, la glutation-S-transferasa. Esta sustancia se estd utilizando en ensayos

clinicos en China para la prevencién del cancer de higado (Creppy, 2002).
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La AFM1 es utilizada como biomarcador de la exposicion a AFB;. Se miden
los aductos AFM1-NF-guanina en orina para evaluar exposiciones a aflatoxinas en
las dltimas 24 horas. Sin embargo, debido a la vida media del metabolito, los
niveles de AFM1-guanina pueden variar significativamente de un dia a otro. Otro
bioindicador es el complejo albumina-AFM1 en sangre, esta medida es mas

precisa y sirve para exposiciones prolongadas.

2.3.3.4 Legislacion de la AFM1 en alimentos para humanos

Se ha reportado que la AFM1 es un cancerigeno humano, es un metabolito
hidroxilado encontrado en la leche y sus productos como el queso. Por lo tanto
muchos paises han establecido un limite de tolerancia para AFM1 en leche para
humanos y productos lacteos, tales como el queso (Tabla 2.5), fue hasta 1998
cuando la Unién Europea, estableciéo un Limite Maximo Residual (LMR) de 0.05
ug/kg para AFML1 en leche y recientemente también un LMR de 0.025 pg kg™ en

alimentos para bebé (Commission European, 2006).

Tabla 2.5 Nivel maximo aceptable (ug kg™*) de AFM1 en leche y queso en varios paises.

Pais Leche Queso
Suiza 0.05 0.025
Austria 0.05 0.025
Bélgica 0.10
Alemania 0.050
Paises Bajos 0.050 0.020
Suecia 0.050
Francia 0.030
0.050
Republica Checa 0.10
0.50
Bulgaria 0.50
USA 0.50

Mannetta et al., 2005

2.3.3.5 Presencia de aflatoxinas en leche y quesos

Se han encontrado en la literatura cientifica estudios sobre la ocurrencia de

AFML1 en la leche y los productos lacteos y los niveles permisibles propuestos.
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Takavoli et al., (2012) determinaron la presencia de AFM1 en 50 muestras
de queso blanco, tomadas de dos fabricas de productos lacteos en el verano de
2008 y el invierno de 2009, utilizaron el método (ELISA) para el andlisis de las
muestras. La aflatoxina M; se encontro en el 60% de las muestras del queso, que
van desde 40.9 a 374 ng kg . Los niveles de toxinas en el 6% de las muestras
excedieron el limite estandar de la ciudad irani de 200 ng kg™. Teniendo en cuenta
la variabilidad estacional, la concentracibon media de AFM1 en las muestras
recogidas en invierno fue significativamente (P <0.03) mas elevados que los
recogidos en el verano. Por lo que ellos concluyen que la alta incidencia de AFM1

en muestras de queso podria ser un peligro potencial para la salud publica.

Iha et al., 2013 investigaron la incidencia y prevalencia de la AFM1 en leche
brasilefia y la formula infantil. Determinaron también la distribucion y la estabilidad
de AFM1 en queso y yogurt. Las muestras de leche y las muestras de formula
infantil fueron adquiridas en Ribeirao Preto, Brasil. Se analizaron para AFM1
mediante una columna de inmunoafinidad, cromatografia liquida de separacion y
deteccion de fluorescencia. La AFM1 se detectd en el 83% de las muestras de
leche (> 3 ng kg™) con los niveles que van de 8 a 437 ng kg™ para la leche liquida,
y 20-760 ng kg™ para la leche en polvo. No se encontré6 AFML1 la férmula infantil.
El procesamiento y almacenamiento demostré tener poco efecto sobre el
contenido de AFM1 en leche y los productos de la leche. La masa total de AFM1
en leche se reduj6 en un 3.2% en el queso y en un 6% en el yogurt (pH 4.4).

Trombete et al. (2014) determinaron la ocurrencia de contaminacion con
AFM1 en las muestras de queso parmesano rallado, comercializado en la region
metropolitana de Rio de Janeiro, Brasil. 30 muestras que representan 10 marcas
principales comercializado en la region, las cuales analizaron mediante
cromatografia liquida de alta presién, con deteccion por fluorescencia (HPLC-FLD)
después de la purificacion con la columna de inmunoafinidad. El método mostrd
valores de recuperacion dentro de la gama de 70 a 90%, con una DS menor que
15% vy los limites de deteccion y cuantificacion por debajo del nivel maximo

permitido por la Comisién Europea para la presencia de AFM1 en los quesos. Las
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micotoxinas se identifico en 18 (60%) de la muestras evaluadas de queso rallado.
El valor méas alto corresponde a 0.69 + 0.02 pg kg* y la media para toda las
muestras analizadas fue de 0.16 pg kg™. Todas las muestras fueron menores que
el limite establecido por la legislacién brasilefia (2.5 pg kg*) es AFM1 en los
guesos en general. Sin embargo, ocho muestras (26.7%) presentaron niveles de
AFM1 por encima del limite de tolerancia de 0.25 ug kg™ por la Comisién Europea.
Estos resultados indicaron que los niveles de AFM1 en el queso rallado que se
consume en Rio de Janeiro - Brasil se encontré por arriba de los limites de
tolerancia y que podria proporcionar un peligro potencial peligro para la salud

publica.

Skrbic et al. (2015) midieron el nivel de AFM1 en 54 muestras de queo tipo
blanco y duro producido en Serbia, utilizando cromatografia liquida de ultra-alto
rendimiento junto con la espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS).
Las dos metodologias se han desarrollado para la extracciéon de la muestra, por
separado para queso tipo blanco y duro. La primera extraccion de la muestra
implicé la mezcla de acetonitrilo / agua (86:14, v/v) para el queso blanco. El
segundo método consistié en una extraccion de la muestra con diclorometano /
acetona para queso duro seguido de la extraccion en fase sdlida (SPE) de
limpieza de cartuchos de SPE C18. Las recuperaciones promedio de AFM1 de
muestras enriquecidas en los niveles de 0.25 a 0.50 ug kg™ fueron de 73-111% y
la precisiéon (RSD) vari6 de 7 a 9% con el primer método, mientras que el
promedio de recuperacion de muestras enriquecidas en los niveles de 0.125-0.50
mg kg™ fueron de 71-80%, con un RSD que vari6 de 4 a 10% para el segundo
método. Debido a los diferentes efectos de la matriz, los limites de cuantificacion
fueron 0.125 y 0:02 g kg™ para el queso tipo blanco y duro, respectivamente.

Siete muestras (13%) excedieron el nivel méximo aceptable de 0.25 g kg™
gue se establecié establecido para AFM1 en algunos paises europeos como

Suiza, Francia, Austria y Turquia.

38



ANTECEDENTES

2.4 Evaluacién del consumo de queso.

Para poder realizar una evaluacion del riesgo alimentario primero es
necesario hacer una evaluacion del consumo, y es necesario hacer una
recoleccion de datos validos sobre los habitos alimentarios de la poblacion
considerada. La recoleccidon de datos es un problema complejo de resolver, ya que
los patrones de consumo varian considerablemente de un individuo a otro o entre
los grupos de individuos, asi como de un dia a otro, o en funcién de la estacion del
afio (WHO, 1985).

La estimacién de consumo se puede hacer en tres enfoques de acuerdo

con el método de recoleccion de datos:

2.4.1 Encuestas de tipo colectiva: balance alimentario.

Este tipo de encuestas informa a grosso modo la disponibilidad alimentaria
a nivel nacional. El nivel de consumo de cada alimento es obtenido a partir de
datos de produccién anual de alimentos, importaciones, exportaciones y el uso
agricola e industrial (Kroes et al., 2002). Estos datos nacionales son divididos
entre el numero total de consumidores o algunos consumidores, con el objeto de
obtener la media de consumo por persona (WHO, 1985). Estas encuestas
proporcionan la disponibilidad de los datos, y los niveles de consumo reales son
sobre-estimados. Este tipo de encuesta se utiliza para evaluar los cambios en las
tendencias a través del tiempo y para realizar comparaciones entre diferentes
paises. Los datos de estas encuestas se utilizan a nivel internacional (para la FAO
y para la OCDE (Organizacion para la cooperacion y desarrollo econémico) y a
nivel nacional para los diferentes paises (Kroes et al., 2002)

2.4.2 Encuestas de tipo colectiva: canasta basica.
Este tipo de encuestas proporcionan estimaciones mas precisas que los

balances alimentarios. Se sitian en el escalén de los hogares y los niveles de
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consumo pueden ser obtenidos por estudios de presupuesto y de consumo. Es el
primer tipo de estudio que da informacion sobre las compras de alimentos del
punto de vista financiero con el fin de deducir el volumen de consumo. Los
estudios de consumo en el hogar consisten en registrar las cantidades de alimento
y las bebidas utilizadas en el seno del hogar durante un periodo dado (diferencias

entre el principio y fin de las compras realizadas en el hogar).

Los datos en términos de cantidad y/o gastos pueden ser obtenidos del
seguimiento de la contabilidad o la entrevista, 0 ambos, por un periodo dado, por
lo general una semana (WHO, 1985; Kroes et al., 2002). Después, se divide por el
namero de personas en el hogar y el nimero de dias en el estudio con el fin de

obtener una estimacién del consumo de alimentos por dia y por persona.

Estos estudios por lo general no tienen en cuenta el consumo fuera del

hogar, o de métodos de preparacion culinaria (Kroes et al., 2002).

2.4.3 Encuestas individuales.

A diferencia de las encuestas colectivas, los datos obtenidos por las
encuestas individuales proporcionan informacion sobre la distribucion y el
promedio de consumo de un grupo de personas bien definidos. Estos datos
reflejan mas el consumo real de los inviduos. Existen varios métodos para realizar
encuestas individuales. Estos se dividen en dos categorias de acuerdo con su
modo de investigacion: i) Método de recodartorio ii) Método de registro. Estos
métodos retrospectivos requieren recordar el consumo del dia (recordatorio de 24
horas) o mas tiempo (estudio de consumo habitual: cuestionario de frecuencia

alimentaria y diario de alimentos) (Kroes et al., 2002).

2.4.3.1 Cuestionario de frecuencia alimentaria

Para estas encuestas retrospectivas, se les pide a los participantes sus

frecuencias habituales de consumo de cada alimento a partir de una lista
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estructurada de alimentos (por dia, semana, mes, afio) (Kroes et al., 2002). Este
cuestionario no solo pregunta la frecuencia de consumo de alimentos, sino
también otras caracteristicas como el modo de coccion, la manera de cocinar los
alimentos o la combinacion con otros alimentos. Las cuales también puede ser
cuantitativas cuando se precisa las cantidades de consumo o semi-cuantitativas
cuando las cantidades son aproximadas indicadas a través de tamafios de
porcién. Los cuestionarios de frecuencia concisos, contiene de 15 a 30 alimentos a
escoger. Estas son uatiles cuando no se requieren la estimacion de todo el
consumo de alimentos, lo que permite centrarse en una poblacion grande,

enfocarse en las personas y ciertos alimentos de interés (Thompson et al., 1994).

Las ventajas de este método es que es disefiado para estimar el consumo
habitual de los participantes. Cuando ellos proporcionan los datos cuantitativos, y
permite clasificar a los individuos de acuerdo a su modo de consumo. Ademas
dada a su baja tension para los participantes y el costo relativamente bajo, de la
recoleccion de datos, este cuestionario se ha convertido en el mas comun para la
evaluacion del consumo de alimentos. Para su validacion, se evalla la correlacion
entre los resultados obtenidos por este método y el consumo de alimentos, se
comparan con los obtenidos con el diario de alimentos o el cuestionario de
recordatorio de 24 h. Esto demuestra que los cuestionarios de frecuencia que
utilizan una lista larga de alimentos exageran el consumo, mientras que aquellos

con listas cortas lo subestiman (Thompson y Byers, 1994).

La recoleccibn de datos de consumo por medio de cuestionario de
frecuencia se puede realizar de tres formas diferentes: entrevista cara a cara, por
via telefénica o enviando un cuestionario por correo o email (USEPA, 1998). Para
la eleccion del método debe ser considerado vy justificado a priori, sobre la base de
su capacidad para alcanzar el objetivo fijado por la investigacion (se debe tomar
en cuenta las problematicas de la poblacién objetivo y las especificidades

regionales).

1.- La entrevista personal (cara a cara): El entrevistador pregunta al

entrevistado y recibe de éste la respuesta pertinente a la hipétesis de su
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investigacion. Las preguntas y su secuencia demuestran el grado de
estructuracion de la investigacion. El costo de la entrevista personal es
relativamente alto con respecto a la entrevista telefénica o por medio de correo,
debido a que en ella se requiere una gran cantidad de personal, que tiene que
trabajar en la calle en el sol, la lluvia y viajar para localizar los elementos
poblacionales para la entrevista. La entrevista personal tiene mejores ventajas que
con respecto a las otras dos entrevistas, debido que el entrevistador puede dirigir
el comportamiento del entrevistado, lo cual permite tener mejores entrevistas que

con la otras dos formas de entrevista (correo y via telefonica).

2.- Las entrevistas por correo. Son menos costosas, se requieren preguntas
menos elaboradas, menor sesgo; seleccionar personas inadecuadas para la
entrevista. Algunas de sus desventajas es que no se pueden aclarar las preguntas
ambiguas, no hay control de quienes llenan el cuestionario, la tasa de respuestas
incompletas o abandonadas para el estudio es mas importante que cuando se
hacen las preguntas de primera mano. La tasa de entrevistados es relativamente
baja. Ademas, este método sélo se puede utilizar cuando hay bases de datos de la
poblacién objetivo (USEPA, 1998). En el caso del consumo de queso no hay

bases de datos nacionales, ni estatales por instituciones reconocidas.

3.- Via telefonica. La recopilacion de datos via telefonica es lo mas practico,
comun y facil de controlar; se puede monitorear la entrevista, y su calidad.
Proporciona la tranquilidad de que el entrevistador no corre peligro en la calle
recopilando datos, como en el caso de entrevistas personales. La principal
desventaja es que los autores mencionan que existen un gran sesgo muestral en
este tipo de entrevista, debido a que hay un gran % de poblacién que no tiene
teléfono y que la muestra sélo representara a los que puedan pagar un teléfono,
también la informacién puede ser dificil de obtener debido a que no se puede

verificar, es imprecisa, por lo que su fiabilidad es limitada (Namakforoosh, 2000).

42



ANTECEDENTES

2.4.3.2 Calendario alimentario o diario de alimentos.

El calendario de alimentos toma en cuenta en los participantes los tipos de
comidad, el horario de comida, y la cantidad, asi como las bebidas. Se requiere
precisar detalles como la cantidad de comida. Las cantidades se pueden medir
con una taza, una cuchara, a esto se le llama calendario de comida por pesadas.
También se pueden utilizar imagenes de las comidas con porciones o algun
recipiente en especial. En este caso, se trata de una declaracion de la estimacion
del consumo de alimentos (Thomposon et al., 1994). Los registros de consumo se
realizan sobre una hoja o un formulario que contienen una la lista del grupo de

alimentos a investigar, y precisar qgue consume 0 no y en qué cantidad.

A pesar de que se debe registrar todo lo que se consume de alimentos,
estos estudios requieren una fuerte implicacion por parte de los participantes. Es
por eso que realizan en periodo cortos, tres o cuatro dias consecutivos. Un diario
de alimentos de siete dias, se considera un método mas preciso para la
evaluacion del consumo (Kroes et al., 2002). Sin embargo, mas alla de siete dias
consecutivos su validez disminuye debido que la respuesta de los participantes es

menos rigurosa, debido a la fatiga.

El aspecto prospectivo de este método reduce en gran medida el riesgo de
omisién y obtener tanto los datos detallados y precisos cuantitativamente, durante
un periodo determinado. Por lo tanto, a menudo se considera este método para

evaluar el consumo alimentario.

De acuerdo a la validacion de cuestionario; varios estudios indican que el
consumo habitual se subestima. Esto se puede atribuirse a las respuestas
incompletas y al impacto en la eleccion de alimentos de los participantes. Sin
embargo, el hecho de que se tenga que anotar todo lo que se consume, puede
causar un cambio en el régimen, especialmente en mujeres obesas (Thompson et
al., 1994).
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2.4.3.3 Cuestionario de recordatorio de 24 horas.

Esta encuesta retrospectiva, se registra todo lo que consumio el participante
en 24 horas. Se pide a los participantes recordar y anotar todo lo que se
consumié (comida y bebida) dentro de las 24 horas o 48 horas precedentes. Las
entrevistas pueden llevarse a cabo por teléfono o en persona y las cantidades se

calculan utilizando las medidas utilizadas en el hogar o por fotografias.

Dado que el investigador o el entrevistador reporta el consumo, el método
se puede utilizar para las personas que no pueden escribir. Debido, a que el
tiempo para registrar el consumo de alimentos es bajo, los entrevistados son

capaces de recordar la mayor parte de su consumo.

Otro punto fuerte de este estudio es que se lleva a cabo en 20 minutos, lo
cual no es una restriccion fuerte para los participantes. Asi el reclutamiento es mas
simple y por lo tanto més representativo para la poblacion. Por dltimo, a diferencia
del diario de alimentos, anotar lo que se ha comido en 24 horas, la investigacion
no interfiere con su conducta alimentaria. Sin embargo, tomando en cuenta que el
poder esta sujeto a la variabilidad dependiendo del dia, un solo cuestionario de
recordatorio de 24 h no es apropiado para caracterizar la dieta habitual de un
individuo. Su uso principal es describir el consumo medio de un grupo de

individuos.

2.5 Evaluacién de riesgo.
Uno de los aspectos fundamentales de la vigilancia de la seguridad quimica
de los alimentos es la estimacion de las ingestas de contaminantes y nutrientes a

través de la dieta, para lograr un doble objetivo: (Almeida-Gonzélez et al., 2012).
1. Mantener las ingestas de los contaminantes por debajo de los valores

considerados como seguros.

2. Conservar la ingesta de los nutrientes en los niveles recomendados
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La estimacion de la ingesta es una herramienta basica de control de la
inocuidad alimentaria. La evaluacion a la exposicion por AFM1 se realiza a través
del consumo de queso Oaxaca de la Ciudad de Veracruz. En general, la
exposicion a AFM1 representa la cantidad de AFM1 ingerida, multiplicada por el

consumo de queso Oaxaca.

2.5.1 Evaluacion determinista.

Este es un método en el que un solo valor de consumo se multiplica por un
valor Unico de la contaminacion (las medias de la poblacion). Normalmente se
utiliza la mediana o un valor mas alto (Percentil 95), o el umbral de regulacion
(para la tasa de contaminacion). Estos valores se pueden derivar de datos reales o
tedricos. Esta evaluacion supone un consumo diario del contaminante con la dosis
mas alta permitida a lo largo de la vida de un individuo. Uno de los inconvenientes
inherentes en el método de calculo determinista es la suposicion de que todos los
individuos consumen la misma cantidad de alimento que contiene el mismo
contenido de contaminante. El uso de medias en la evaluacion de la exposicion
permite tener suficientes datos robustos, asi como también es mas econdémico

obtener datos, sobre el consumo del alimento y el contaminante.

La ventaja es que permite hacer comparaciones internacionales y permitir la
extrapolacion con los fuertes consumidores, multiplicando los resultados de la

media por un factor de aproximadamente tres (Leblanc, 2002).

Su unico inconveniente, sin embargo, es que sobreestima el riesgo para el
consumidor medio, ya que se supone un promedio de consumo de alimentos
contaminados, a lo largo de su vida y que subestima el riesgo para un grupo
particular de alimentos, que pueden no estar reflejados en los datos de consumo
(Kroes et al., 2002; Leblanc, 2002). De manera general, este tipo de calculo es
muy conservador (ya que tiende a subestimar las cantidades ingeridas) y requiere

de pocos datos.
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Regularmente se utiliza en la primera etapa en la cuantificacion de la
exposicién o en caso de una crisis sanitaria, con el fin de juzgar la pertinencia de
llevar a cabo una evaluacion mas sofisticada. Sin embargo la combinacion de
consumo Y los niveles de contaminacion, lleva a una exposicion muy por debajo

de las dosis de referencia toxicolégica (Kroes et al., 2002)

2.5.2 Evaluacion probabilistica.

Este tipo de evaluacién se utiliza en el campo de la evaluacién de la
exposicién. En este enfoque, las dos variables (cantidad de consumo y cantidad
de toxina) se describen por las distribuciones de probabilidad para describir la
variabilidad y / o la incertidumbre de los datos. Debido a que una persona que
consume Queso Oaxaca, no consume la misma cantidad todos los dias y no
siempre contiene el mismo nivel de toxina, esta metodologia tiene la ventaja de
tener en cuenta todas las combinaciones posibles de los datos de consumo y la
contaminacion. Principalmente: a) Ajustar los parametros usuales para que se
aproxime a las distribuciones de consumo y contaminacién, b) combinar los
valores, ¢) Asegurar la aleatoriedad y la interaccion, un gran nimero de veces (en

funcién del nimero de datos y la exactitud esperada).

Esto permite generar una distribucion de la exposicidén, obteniendo asi la
informacion adicional de los enfoques analizados anteriormente. Puede calcularse
incluyendo la media, desviacion estandar, mediana, minimo, maximo y todos los
percentiles. Aunque los pardmetros mas utilizados son la media y el percentil 95,

los cuales permiten resumir la distribucion.

La confiabilidad de los resultados probabilisticos depende de la validez del
modelo, la aplicacién software y la calidad de los modelos de entrada (que
depende de dos parametros: la calidad de los datos y la seleccion de las
distribuciones de ajuste adecuados a los datos (Kroes et al., 2002; Tressou et al.,
2004; Counil et al., 2005).
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La exposicion a Aflatoxinas se evalla en base a los datos de consumo y la
contaminacion provenientes del mismo estudio, centrandose en la misma
poblacion (Veracruz) e incluso el &rea de estudio (Ciudad de Veracruz). Esto tiene
la ventaja de obtener los datos de consumo y la contaminaciéon a la vez, y asi
evaluar las cantidades de toxinas de Queso Oaxaca ingeridos lo mas cerca
posible a lo que realmente ingeri6 la poblacion de interés.Ademas, la exposicion a
la AFM1 de queso Oaxaca puede ser aguda o crénica. La exposicién crénica
puede ser evaluada debido a la obtencidn de datos i) de consumo a largo plazo a
través del cuestionario de frecuencia y ii) los datos de contaminacion «de rutina»,
y no Unicamente en periodos de riesgo. En el enfoque probabilistico los datos de
entrada (Contenido de AFM1 y consumo) son distribuciones. Esto permite tener en
cuenta la variabilidad de estos datos. La combinacion se realiza mediante el uso

de un tipo de modelo de técnicas de simulacién de Monte Carlo.

El modelo tiene una gran cantidad de valores aleatorios en cada una de las
distribuciones y después las combina. En la salida, esta simulacion genera una
distribucién de la exposicion (cuantifica la AFM1 ingerida) para el conjunto de la
poblacién de estudio. A partir de las distribuciones de la salida pueden ser

determinados todos los descriptores comunes (media, mediana, percentiles, etc.)

Ademas, un analisis de sensibilidad de todos los parametros de entrada
también se puede realizar para determinar la influencia de cada uno en la

exposicion final.

2.5.2.1 Ingesta diaria.

La Ingesta Diaria Aceptable (IDA) se ha establecido como una medida de
seguridad a la salud publica para la leche, sus derivados y otros alimentos. La
(IDA) se utiliza con sustancias susceptibles de encontrarse en los alimentos y, por
lo tanto, se emplea al referirse a aditivos, residuos de plaguicidas y drogas
veterinarias que se encuentran en los alimentos. La determinacion de las ingestas

de cada sustancia se puede obtener por un conjunto de datos obtenidos a través
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de aplicacion de encuestas sobre consumo alimentario. Pueden incluirse
estimaciones de ingestas medias de la poblacién general, de diversos grupos
clasificados por edad y/o sexo, por consumo extremo de un determinado alimento,
0 por pertenecer a sectores especiales de poblacibn de mayor riesgo (por e;.

nifos, mujeres embarazadas, etc.).

2.5.2.2 Ingesta Diaria Aceptable (IDA).

Es una estimacion efectuada por el JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Comitee on Food Additives) acerca de la cantidad de un aditivo alimentario,
expresada en relacion al peso corporal, que una persona puede ingerir
diariamente durante toda su vida sin correr riesgos apreciables para su salud
(hombre medio = 60 kg). La IDA se expresa en ug/kg de peso corporal/dia (Codex
Alimentarius, 1999).

2.5.2.3 Ingesta Diaria Estimada (IDE).

La ingesta diaria estimada de un aditivo alimentario es la cantidad de un
aditivo alimentario ingerida por el consumidor del alimento y se calcula a partir del
uso efectivo que del aditivo hace la industria conforme a las buenas préacticas de

fabricacion (BPF) o de la mejor aproximacién posible de tal uso efectivo.
Las ingestas pueden calcularse por una gran variedad de métodos cuyos

resultados se aproximan mucho a la ingesta efectiva. El método para calcularlo en

este trabajo se describe en el apartado 5.6.3 (Codex alimentarius, 1999)
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2.6 Sintesis de Antecendentes

Se han identificado y cuantificado pesticidas organoclorados en leche en el
Estado de Veracruz, pero no existen reportes hasta el momento de que se haya
evaluado su presencia en quesos artesanales elaborados en Veracruz. Aun
cuando se ha evaluado la concentracion de Aflatoxina M; en leche y en queso
panela en México, no se han encontrado reportes que evallen la concentracion de
Aflatoxina M; en quesos artesanales producidos en Veracruz. En México hay una
falta de conocimiento con respecto al riesgo por exposicion a contaminantes
quimicos y biolégicos en quesos artesanales, debido a que no se han realizado
investigaciones que evallten el riesgo probabilistico a la salud del consumidor por

Aflatoxina M; en queso Oaxaca.

49



3 HIPOTESIS

Los quesos frescos y Oaxaca en la Ciudad de Veracruz estan contaminados

con plaguicidas organoclorados y Aflatoxinas My y My,
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
Evaluacion de la probabilidad de riesgo por el consumo de quesos artesanales

(fresco y oaxaca) en la ciudad de Veracruz con relacibn a la presencia de
plaguicidas organoclorados y aflatoxinas

4.2 Objetivos especificos

1. Estimar la ingesta diaria de queso fresco y Oaxaca en la ciudad de
Veracruz.

2. Evaluar el efecto estacional, durante un ciclo anual, sobre la concentracion
residual de DDT y HCH en quesos fresco y Oaxaca.

3. Evaluar la eficiencia del método de extraccion sobre la concentracion de
aflatoxina M; en queso Oaxaca.

4. Evaluar la incidencia de aflatoxina M; en queso Oaxaca.

5. Evaluar el riesgo por la exposiciéon a aflatoxinas M; y M, a través del
consumo de queso Oaxaca
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5.1 Metodologia general
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Figura 5.1 Metodologia para evaluar el riesgo a la salud del consumidor de queso fresco y Oaxaca contaminados con plaguicidas
organoclorados y aflatoxinas, en la ciudad de Veracruz.
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5.2 Muestreo de la poblacion para la aplicacion de las encuestas de
consumo.

La poblacién de interés fue la poblacion de la ciudad de Veracruz con 232.3
km?, con el fin de estudiar la frecuencia de compra de ambos quesos, asi como la
variabilidad de los patrones de consumo de Oaxaca y quesos frescos (clase
social, edad y sexo), se utilizé el mapa de la ciudad de Veracruz. Las dimensiones
del mapa de la ciudad de Veracruz se introdujeron en un algoritmo en el software
MATLAB para generar 150 y 400 coordenadas geograficas aleatorias para el
cuestionario de frecuencia de compra y el Cuestionario del diario de alimentos,
respectivamente. Estas coordenadas se localizaron en el mapa. En el caso del
cuestionario de frecuencia de compra, cien puntos fueron suficientes para cubrir
todo tipo de personas en la ciudad en proporciones similares a la poblacién total.
En el caso del diario de alimentos, 309 de los 400 puntos de muestreo al azar

permitidos para cubrir todo tipo de personas en la ciudad.

Una vez que las coordenadas geograficas se fijaron, el entrevistador se dirigid
al lugar ubicado e invité a un miembro de la familia para llenar la encuesta. Si el
miembro de la familia no se encontraba de acuerdo en participar, el entrevistador
seleccionaria otra casa en la zona, hasta que se encontré con un miembro de una
familia que aceptd llenar la encuesta. Se siguié la misma metodologia para el
cuestionario de frecuencia de compra de queso y el diario de alimentos. Se
llevaron acabo estudios preliminares para evaluar la claridad de las instrucciones y

el formato de los cuestionarios para evaluar el consumo.

5.2.1 Cuestionario de frecuencia de compra.

El cuestionario de frecuencia de compra (CFC) se aplicé a través de
entrevistas cara a cara en los puntos de muestreo (100 puntos de muestreo). Las
entrevistas se llevaron a cabo entre septiembre de 2014 y noviembre de 2015 con
la persona que normalmente realiza las compras en el hogar, con una duracion de
5-10 min. Se pidi6 a los encuestados que indicaran su nivel educativo, profesion,
situacion econdmica, la comida y la época del afio en la que consumen queso y el

lugar y tiempo de almacenamiento del queso comprado. La encuesta incluyd ocho
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fotos con quesos comunes que se consumen en Veracruz (Manchego, americano,
queso parmesano, mozzarella, cottage, fresco, Oaxaca y requeson). Debajo de
cada foto, los encuestados indicaban la cantidad, la frecuencia y el lugar de
compra del queso o quesos que generalmente consumen. En esta investigacion,
este cuestionario se utilizé para evaluar la frecuencia de compra de quesos en

lugar de la frecuencia de consumo (Anexo 1).

5.2.2 Cuestionario diario de alimentos.

El cuestionario diario de alimentos se aplicé para los dos tipos de queso
(Oaxaca y fresco) mas consumidos, entre noviembre de 2014 y octubre de 2015,
con el fin de observar cualquier posible variabilidad estacional. En el punto de
muestreo, se pregunto6 por la persona que prepara habitualmente las comidas y se
le dio una explicacion durante 5-10 min. El cuestionario se dej6é en el punto de
muestreo durante siete dias con el fin de ser llenado por el entrevistado, a quien
también se le pidié que indicara la edad, el sexo y el peso de cada miembro de su
hogar, asi como su consumo en cada comida (desayuno, almuerzo y cena). Con el
fin de ayudar a los participantes para estimar su consumo propio y el de su familia
el cuestionario incluy6 cinco fotos que muestran diferentes porciones. Cada foto
representado diferentes porciones que varian desde una pequefia a una porcion

grande (Anexos 2 y 3).

Una letra diferente se le asign6 a cada foto para ayudar al entrevistado a
rellenar el cuestionario (A (36 g), B (60 g), C (92 g), D (122 g) y E (184 g)). Estas
porciones se determinaron a partir de 30 estudios preliminares. El queso Oaxaca
se mostré en forma deshebrada, porque esta es la forma en que se consume
comunmente. El queso fresco se presentd en las dos formas en las que se
consume: en rebanadas y rallado. En todas las fotos se incluyé un plato y un

tenedor. El tenedor ayudo a la gente a identificar el tamafio de la porcion.
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5.2.3 Andlisis estadistico.

Las tasas de consumo se calcularon para cada tipo de queso. Las tasas de
consumo también se calcularon de forma individual (como la suma para cada
individuo), para una casa (como la suma para cada individuo de la misma familia),
y para diferentes categorias (edad, sexo, clase social y horario de comidas). Los
resultados de consumo estaran representados en la forma de una funcién de
distribucion de probabilidad (PDF).

La estadistica descriptiva tuvo como fin resumir el porcentaje de familias
gue no comen queso fresco, pero comen queso Oaxaca, el porcentaje de familias
gue no comen queso Oaxaca, pero consumen el queso fresco y el porcentaje de

familias que consumen ambos tipos de queso.

Los datos del cuestionario de frecuencia de compra y el cuestionario del
diario de alimentos se introdujeron en el software estadistico (@Risk). La tasa de
consumo de media y el percentil 95 se calcularon para cada tipo de queso y para

cada categoria.

Las comparaciones se realizaron entre los datos de los dos cuestionarios
(de frecuencia de compra y el cuestionario diario de alimentos). Para detectar
diferencias significativas entre la media, la mediana y la desviacion estandar de la
distribucion, se utilizaron las pruebas de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. Con el fin
de obtener un analisis estadistico robusto, cuando el nimero de muestras fue muy
diferente entre los grupos, se realiz6 un remuestreo para equilibrar su tamafo.

Esto se llevo a cabo con el software @Risk usando un procedimiento de arranque.

5.3 Muestreo de quesos.

El muestreo de quesos se realizO de manera aleatoria, generando puntos
de muestreo como se describid6 para la aplicacion de los cuestionarios de
consumo. Se realizaron muestreos en 2014, 2015 y 2016, para cada muestreo, se
generaron 40 puntos de muestreo (Figura 5.2). En las coordenadas

correspondientes al punto de muestreo, se buscé la tienda de abarrotes mas
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préoxima y ahi se adquirié el queso. En los muestreos de 2014 y 2015 (40 muestras
en cada afo de 250 g de cada tipo de queso: fresco y Oaxaca) se analizaron
plaguicidas y aflatoxinas y en el de 2016 (30 muestras de 750 g de queso Oaxaca)
s6lo aflatoxinas. El origen de los quesos muestreados en 2016 puede observarse

en la Figura 5.3.

PY Puntos de muestreo de queso Oaxaca,
2015 y 2016.

Figura 5.2 Puntos de muestreo de queso tipo Oaxaca en la ciudad de Veracruz en 2015y
2016.

Figura 5.3 Origen del queso Oaxaca consumido en la ciudad de Veracruz en 2016.
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5.4 Andlisis de plaguicidas organoclorados en queso.

El andlisis de plaguicidas organoclorados se realizé en el laboratorio
Phytocontrol, el cual es un laboratorio de analisis fitosanitarios, en Nimes, Francia,
siguiendo la norma Norma Oficial Francesa NF EN 15662 (2009): Determinacion
del contenido de residuos de pesticidas en productos grasos de origen vegetal y

animal por GC-MS: método interno.

5.4.1 Extraccién de plaguicidas organoclorados.

Se pesaron 10 g de queso en un tubo centrifuga de Teflon de 40 mL. Se le
adicionaron 10 mL de acetonitrilo y se agité la muestra vigorosamente durante 1
min utilizando un mezclador de vortice a la maxima velocidad. Después se
adicionaron 4 g de MgSQO, anhidro y 1 g de NaCl, se centrifugo el extracto por 1
minuto. Posteriormente se transfiri6 una alicuota de 1 mL de la capa superior de
acetonitrilo en un vial de micro-centrifuga que contiene 25 mg de sorbente PSA y
150 MgSO, anhidro y se tap6 herméticamente, se agitd con el mezclador de
vortice durante 30 segundos y el extracto de la centrifugaciéon (o un lote de
extractos) por alrededor de 1 min. Posteriormente se adicioné acido férmico al 5 %
previo a la cuantificaciébn por cromatografia de gases acoplada a detector de

masas.

5.4.2 Cuantificacion de plaguicidas organoclorados en queso fresco y
Oaxaca.

La determinacion de plaguicidas organoclorados (HCH y DDT) de las
muestras colectadas en el 2014 y 2015 se realizo en el laboratorio Phytocontrol de
Nimes, Francia, siguiendo el método de la Norma Oficial Francesa NF EN 15662
(2009). Las muestras se analizaron en un equipo Bruker Scion 456, como fase
estacionaria, se utiliz6 una columna B5-5M (30 x 0.25 x 0.25) empleando helio

como gas acarreador a un flujo de 1.5 ml min™. Se inyecté 1 ul de muestra en el
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CG-MS en modo split-less con un tiempo de inyeccion de 2 minutos a 300°C y
sostenida por 3 min. La temperatura de inyeccion fue de 250°C y la temperatura
de interface de 280 °C. El programa de temperatura del CG-MS fue el siguiente: la
temperatura de inicio a 70 °C, permanecié asi durante 2 min y posteriormente la
temperatura se incrementé a 10 °C min™ hasta alcanzar 280°C y se mantuvo asf
por 10 min. Como estandar externo se utilizo el tributil-fostato. Las muestras
fueron analizadas en modo monitoreo i6n selectivo (SIM) con un detector de 1.5

kV y un full scan en un intervalo 50-500 m/z.
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5.5 Andlisis de aflatoxina M; en queso Oaxaca.

El analisis de aflatoxina M; en las muestras colectadas en 2014 y 2015 se realiz6
en el laboratorio Phytocontrol de Nimes, Francia, siguiendo el método de la Norma
Oficial Francesa NF en ISO 14501 (2007). A una muestra de 10 g de queso se le
adicionaron 40 mL de metanol: agua 60:40 (v:v) y se homogenizé durante 5 min.
El homogenizado fue centrifugado a 4000 rpm durante 10 min, al sobrenadante se
le afiadié un volumen igual de una solucién de tween 20 (1:1) y se eluy6 a travées
de una columna de inmunoafinidad (previamente acondicionada con solucién de
tween 20 (1:1) a razén de 5 mL min™) con un flujo de 2 mL min™. Las aflatoxinas
fueron eluidas con acetonitrilo (ACN) a un flujo de 1 gota s™, llevadas a sequedad
en rotaevaporador con atmoésfera de nitrégeno a 60 °C y resuspendidas en
agua:ACN (80:20, v:v), 50 ul fue inyectado en un cromatégrafo de liquidos
equipado (Shimadzu Instruments, Kyoto, Japan) con un detector de
espectrofluorometria. La fase moévil fue una mezcla de agua: acetonitrilo (6: 4, v/v)
con un caudal de 0,8 ml / min. El detector de fluorescencia, se ajusté a una
longitud de onda de excitacion de 360 nm y de emision a 460 nm. El volumen de

inyeccion fue de 50 pl.

El anadlisis de aflatoxina M; de los quesos muestreados en 2016 fue
realizado en el laboratorio de micotoxinas del departamento de botanica del
Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México de la
siguiente manera: la muestra fue extraida con metanol:agua (80:20 viv) y
centrifugada para obtener el sobrenadante, del cual se tomé el equivalente a 1 g
de muestra disuelta en buffer de fosfatos (PBS) para ser eluido en una columna de
inmunoafinidad Easi-Extract para AFM1, previamente equilibrada con 20 mL de
PBS. Las aflatoxinas fueron eluidas con hexano y agua, secadas y derivatizadas

con solucién derivatizante.

5.5.1 Secado de Queso Oaxaca
Para secar el queso Oaxaca, se utilizo un secador de charolas marca Apex
modelo A39854-14. El proceso de secado, se realizd6 a una velocidad y

temperatura de aire de 1.5 m/s y 60 °C, respectivamente, manteniendo estas
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condiciones de operacion constantes durante el proceso. La muestra consistia en
700 g de queso Oaxaca deshebrado (53% de humedad en base humeda), fueron
alimentadas en la cAmara de secado, se tomaron muestras a diferentes intervalos
de tiempo, para registrar la perdida de peso y detener el secado al obtener un
contenido final de agua de 10% base seca (aproximadamente 5-7 h a 80% de
humedad relativa del aire de secado. El queso Oaxaca deshebrado secé se molio
en una licuadora (Marca Oster modelo 6640) durante 1 min, el producto molido se
empaco al vacio en bolsas trilaminadas y almacenas a 5 + 1 °C, para realizar

posteriormente la extraccién de Aflatoxinas.

5.5.2 Efecto del método de extraccion sobre la concentracion de AFM1.

La busqueda bibliogréafica sobre los métodos de extraccion de aflatoxina M;
en alimentos lacteos mostré que varios autores empleaban los mismos solventes
en diferente proporcion, esta informacion se resumio en los tres métodos que se

describen a continuacion.

1) El método 980.21 de la AOAC (2006), utilizado por Pietri et al. (1997);
Battacone, (2005); Rubio et al. (2011) y Trombete (2014); todos a base de
cloroformo, celita y NaCl.

2) La metodologia de R-Biopharm (2016), empleado por Iha (2012), que
emplea metanol, agua y NaCl, recomendado para usar con las columnas de
inmunoafinidad (IAC) Easi-Extract. Este método fue el usado en los andlisis
de AFM1 en Nimes, Francia.

3) El utilizado por Cavaliere et al., (2006), con acetona, columnas de silica gel
con carbon activado, metanol y agua.

4) Ademas, se establecié un método Testigo a base de metanol:agua (80:20

v:v) y NaCl.

5.5.2.1 Método Oficial 980.21 de AOAC (2006).

Se homogenizaron 15 g queso molido seco con 5 g de celita, 100 mL de

cloroformo y 2 g de NaCl por 1 min. El homogenizado fue centrifugado a 4500 rpm
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por 15 min. Tres porciones de 6.7 mL del sobrenadante (equivalente a 1 g de
muestra) se disolvieron en 20 mL de PBS, se adicionaron 5, 20 y 40 ng de
estandar de AFM1 en cada porcion y se colocaron en columnas de
inmunoafinidad, se eluydé con MeOH grado HPLC. Al eluido seco se le adicionaron
200 pL de acetonitrilo y 800 pL de solucion derivatizante (5 mL de acido
trifluoroacético (ATF), 2.5 mL de acido acético glacial y 17.5 mL de agua
desionizada). La derivatizacion se realizd por triplicado. De este medio se

inyectaron, por triplicado, 60 pL al HPLC.

5.5.2.2 Método empleando columnas Biopharm Rhone-Ltd.

Una muestra de 15 g de queso Oaxaca molido seco se homogenizé
(Waring Commercial  Laboratory Blender, Modelo WF2211214, Torrington
Connecticut 06790 USA) durante 1 min con 100 mL de MeOH:agua (80:20 v:v) y 2
g de NaCl. EI homogenizado fue centrifugado (Genesys 10 UV Thermo Electron
Corp. Madison, WI 53711 USA) a 4500 rpm durante 15 min. Tres porciones de 6.7
mL del sobrenadante (equivalente a 1 g de muestra) se disolvieron en 24 mL de
PBS, se adicionaron 5, 20 y 40 ng de estandar de AFM1 en cada procion y se
colocaron en columnas de inmunoafinidad (previamente equilibradas con PBS a
un flup de 5mL min?), se eluyé con 1.5 mL de MeOH grado HPLC y
posteriormente 1.5 mL de agua destilada a un flujo de 2 mL min™. Los 3 mL de
eluido fueron secados en un horno (Novatech BTC-9100) a 40 °C. Al eluido seco
se le adicionaron 200 pL de acetonitrilo y 800 uL de solucion derivatizante (5 mL
de ATF, 2.5 mL de &cido acético glacial y 17.5 mL de agua desionizada). La
derivatizacion se realizo por triplicado. De este medio se inyectaron, por triplicado,
60 pL al HPLC (Agilent Technologies Series 1200 bomba DE6295-7044).

5.5.2.3 Método de Cavaliere.

Para fines de esta tesis se ha designado método de Cavalier al utilizado por

Cavaliere et al. (2006), el cual se describe a continuacién. Se licuaron 15 g queso
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tipo Oaxaca molido seco con 150 mL de acetona, se centrifugd a 4500 rpm por 15
min y a 3 porciones de 6.7 mL del sobrenadante (1 g de muestra) se le
adicionaron 5, 20 y 40 ng g de estandar de AFM1 y se pasaron por cada uno de
los 3 tubos de 10 mL rellenos con 3 g silica gel y 250 mg carboén activado (Supelco
LC-18) contenido entre 2 frits. Se eluyé con MeOH: agua (80:20 v/v), el eluido
seco se derivatizo y se inyecto al HPLC.

5.5.2.4 Variables parala seleccion del método de extraccién.

Para la seleccion del método analitico se siguié el procedimiento descrito
por Garcia y Alcantara (2002). A continuacion se describen las variables de

selecciéon evaluadas con cada método de extraccion.

5.5.2.4.1 Linealidad del método (curvas de calibracién).

Se inyectaron cada una de las 10 concentraciones de AFM1 y 6 para AFM;
y se grafico la respuesta de la sefial analitica (area bajo la curva de cada pico
cromatografico) contra la concentracion del analito, se obtuvo la ecuacién de la
curva y se calcularon el valor de la pendiente (b;), la ordenada al origen (b,), el
coeficiente de correlacion (R?), el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1))

y la desviacion estandar.

5.5.2.4.2 Limites de deteccion y de cuantificacion.

Los limites de deteccién y de cuantificacion se determinaron con base en la
curva de calibracion y en la desviacion estandar de regresion. Para tal fin, se
midio la respuesta analitica a las 3 concentraciones descritas anteriormente (5, 20
y 40 pg kg™) y se calcularon los siguientes parametros: el valor de la pendiente
(by), el coeficiente de correlacion (R?), la desviacién estandar de regresion Sy y

el intervalo de confianza para la pendiente (IC (B1)).

En el caso del limite de deteccion se utilizé la siguiente ecuacion:
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LOD =3.3XS ¢y} byt 1)

Donde: S yx es la desviacion estandar de regresion y b; es el valor de la

pendiente.

Y en caso del limite de cuantificacién se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:
LOQ =10xS (v X_l) bl_l (2)

Donde: S yx es la desviacion estandar de regresion y b, es el valor de la
pendiente.

5.5.2.4.3 Porcentaje de recuperacion.

Se utilizaron muestras de 15 g de queso Oaxaca seco y molido, se tomaron
alicuotas de 1 g de queso para afiadirle 5, 20 y 40 ng g™ de estandar de AFM1 en
forma individual. Cada método se usOG para ver su eficiencia y obtener el
porcentaje de recuperacion de la AFM1. Se utilizé6 una alicuota a la cual no se

afiadi6 estandar como testigo para conocer la contaminacién basal.

5.5.3 Preparacion del estandar de AFM1.

La solucion estandar se prepar6 disolviendo 0.25 mg de estandar de AFM1
(Sigma-Aldrich N° Cat. A-6428, Toluca, México; producido por Aspergillus flavus)
en benceno:acetonitrilo (98:2 v:v). Esta es la solucién patron de concentracion

desconocida, la metodologia (AOAC, 2005) es la siguiente:

La absorbancia de la solucion estandar de AFM1 se midié a 357 nm en un
espectrofotometro (Genesys 10 UV Thermo). La concentracion de AFM1 se

calcul6 con la siguiente formula:

X =(A) x (328 PM AFM1) / (Coeficiente de extincion 21,250).
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Se calculé el inverso de la concentracion de AFM1 (1/x) y se resté de 1000

pL para dar el volumen de MeOH para obtener una solucion de 1000 ng de AFM1.

5.5.4 Anadlisis estadistico de la concentracion de AFM1 en queso Oaxaca
con diferentes métodos.

El analisis estadistico se realizé mediante el programa Minitab version
16; se hizo un andlisis de varianza con prueba de Tukey al 95%, las
extracciones y los analisis se realizaron por triplicado considerando un queso
como unidad experimental. Las gréficas se realizaron con el programa

Kaleidagraph version 3.5.

5.6 Estimacion probabilistica del riesgo a la exposiciéon de aflatoxina M; en
gqueso Oaxaca.

5.6.1 Funcion de la densidad de probabilidad (PDF) de la ingesta diaria
estimada (EDI) y del peso de la poblacién.

A partir de los datos del cuestionario diario de alimentos se elaboré una
funcién de densidad de probabilidad del consumo de queso (g) por dia por

persona y del peso de los habitantes de la ciudad de Veracruz.

5.6.2 Funcion de densidad de probabilidad de contaminacién por AFM1 y
AFMs.

De los datos de contaminacién por Aflatoxinas (AFM1 y AFM,), se
generaron funciones de densidad de probabilidad para cada una de las
aflatoxinas. Cuando el valor de contaminacion en la muestra esta por debajo del
limite de deteccidon del equipo, se utilizan dos principios; el limite inferior (LI) y el
limite superior (LS). Cuando el valor de la muestra es menor que el limite de
deteccion, en el limite inferior se pone el valor de “0” y en el limite superior el valor
del “LOD” (LOD= limit of detection). Cuando el valor de la muestra es menor que el
limite de deteccidn, en el limite inferior se pone el valor de “LOD” y en el limite

superior el valor del “LOQ” (LOQ= Limit of quantification).
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5.6.3 Generacion de la PDF de la ingesta diaria estimada (IDE) de AFs por
consumo de queso Oaxaca.

Con el fin de estimar el consumo de queso Oaxaca en la ciudad de Veracruz y
posteriormente evaluar la exposicion por consumo de AFM1 y AFM,, la poblacién
fue clasificada en grupos, de acuerdo a su género, edad, clase social.

La estimacion de la ingesta diaria (IDE) de AFM1 y AFM; fue reportada en pug AFs/
kg pc / dia (FAO/WHO, 1999):

IDE =C*I/Pc (3)
Donde:

C = PDF de la contaminacion de AFs en queso Oaxaca (ug/kg)
| = PDF de la ingesta diaria de queso Oaxaca por dia (g/dia)
Pc: PDF del peso corporal de la poblacién de la Ciudad de Veracruz (kg pc).

La evaluacién de la exposicion se realiz6 usando un método probabilistico;
las PDFs fueron generadas para cada uno de los pardmetros de la ecuacion (3).
La ingesta alimentaria se ajusté a una funcion de densidad de probabilidad para
los sectores estudiados y para la poblacion consumidora total mediante el método
de Monte Carlo con 10,000 iteraciones. El valor de la exposicion se obtuvo a
través del Método de Monte-Carlo en el cual se realizan diversas iteraciones de
las PDFs generadas. Tanto las PDFs como las simulaciones para el calculo de la
exposicién se realizaron con el software @Risk 6 (Palisade Corp.) Se utilizaron
10,000 iteraciones en cada simulacién. Todos los valores de exposicién se
realizaron en la poblacion consumidora de Oaxaca.
En el caso de los datos de contaminacion por Aflatoxinas (AFM1 y AFM,), se
generaron funciones de densidad de probabilidad para cada una de las Aflatoxinas

siguiendo dos hipotesis:
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e Cuando el valor de contaminacion en la muestra esta por debajo del limite
de deteccidn del equipo, se utilizan dos principios; el limite inferior (LI) y el
limite superior (LS).

e Cuando el valor de la muestra es menor que el limite de deteccién, en el
limite inferior se pone el valor de “0” y en el limite superior el valor del
“LOD”. Cuando el valor de la muestra es menor que el limite de deteccién,
en el limite inferior se pone el valor de “LOD” y en el limite superior el valor
del “LOQ".

5.6.4 Calculo de exposicion del riesgo por consumo de AFS en queso
Oaxaca

El porcentaje de la poblacién en riesgo se determiné mediante el area bajo
la curva de la IDE a la derecha la ingesta diaria tolerada (TDI) 6 ingesta diaria
aceptada (IDA).

5.6.5 Andlisis estadistico de datos

En este apartado se describen las pruebas utilizadas para el analisis

estadistico de los datos utilizados para la evaluacion probabilistica de riesgo.

5.6.5.1 Generacion de las funciones de densidad de probabilidad

Los estadisticos descriptivos y funciones de densidad de probabilidad (PDF)
fueron estimados utilizando @Risk6 (Palisade, Inc). Los estadisticos descriptivos
incluyeron media, mediana, moda, desviacion estandar y el 95 percentil. Todos los

calculos fueron realizados bajo un enfoque probabilistico.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se presentaran en el siguiente orden, primero los resultados
de los cuestionarios, tanto del cuestionario de frecuencia de compra como del
cuestionario diario de consumo; posteriomente se prensentaran los resultados del
contenido de pesticidas organoclorados, los resultados de la seleccion del método
de extraccion de aflatoxinas, y los del contenido de aflatoxinas en quesos. En una
Gltima seccion, se presenta los resultados concernientes a la evaluacién del

riesgo.

6.1 Caracteristicas de los consumidores.

6.1.1 Cuestionario de frecuencia de compra (CFC): Caracteristicas y
preferencias de consumo.

En el cuestionario de frecuencia de compra (CFC), todos los habitantes
invitados a participar, acordaron llenar la encuesta. De los 100 hogares
entrevistados, 98 consumieron queso fresco y Oaxaca. Esta encuesta fue
completada por el habitante que suele preparar la comida dentro del hogar. Entre
los habitantes encuestados los cuales mencionaron que la familia consumia

queso, 7 eran hombres y 91 eran mujeres.

Los resultados de este cuestionario también mostraron las preferencias de
compra de los diferentes tipos de quesos (Tabla 5.1). El queso fresco y el queso
Oaxaca fueron los quesos de mayor consumo entre la poblacién de la ciudad de
Veracruz. Por otra parte, de las 98 familias encuestadas, 24 s6lo consumen queso
fresco, 6 consumen Unicamente queso Oaxaca y 68 consumen ambos tipos de

quesos.

La Tabla 6.1 muestra el nivel de educacion, la ocupacion, y la temporada
preferencial para el consumo de queso. Se solicitd informacion relacionada con la

clase social y el horario de comidas en este cuestionario y en el diario de
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alimentos. Esto, junto con la informacién sobre el consumo de quesos frescos y

Oaxaca obtenidos a partir del diario de alimentos, permiti6 validar a ambas

encuestas.

Tabla 6.1 Preferencia de consumo y caracteristicas de los consumidores de la ciudad de
Veracruz (n = 98).

Tipos de quesos % Compra Tipo de Queso % Compra
Fresco 90% Requeson 10%
Oaxaca 75% Parmesano 7%
Manchego 35% Mozzarella 3%
Americano 12% Cottage 1%
Nivel de educacion Proporcién de Ocupacion del jefe de Proporcién de
familias (%) familia familia (%)
Grado Escolar 5.1 Hogar 42
Preparatoria 33.7 Empleado 34
Secundara 38.8 Negocio propio 20
Primaria 7.1 Desempleado 2
Tecnico 14.3 Estudiante 2
Sin educacion 1.0

Caracteristicas de lugar y tiempo de consumo

Horario de comida

Proporcién de

Epoca del afio

Proporcién de

familia (%) familia (%)
Desayuno 245 Primavera 9
Comida 48.9 Verano 2
Cena 7.1 Otofio 0
Todo el dia 194 Invierno 4
Todo el afio 85

Caracteristicas de lugar de compra y almacenamiento

Lugar de compra

Proporcién de

Lugar de almacenamiento

Proporcién de

familia (%) familia (%)
Abarrotes 27 Refrigerator 96
Mercado 31 Vitrina 3
Supermercado 41 Hielera 1
Detallistas 1

6.1.2 Peso y patrones de consumo de la poblacién de la Ciudad de

Veracruz.

Los resultados obtenidos en el Cuestionario de Ingesta Alimentaria (CIA)

son similares al peso del hombre y la mujer mexicana publicado por la (CANAIVE
2012) que reporta que el peso para las mujeres es de 68.7 kg y para los hombres
de 74.8 kg (Tabla 6.2).
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Tabla 6.2 Parametros de la distribucion de probabilidad del peso (kg) de la poblacién
consumidora de queso mayor de 14 afios en la ciudad de Veracruz.

Queso fresco Queso Oaxaca
Género Hombres Mujeres Hombres Mujeres
Media(kg) 73.8 65.5 73.9 65.7
Mediana (kg) 75.0 65.0 75.00 65.0
Desviacion 13.7 11.8 14.1 11.7
estandar
P95 (g) 96.0 85.0 97.0 85.0

El cuestionario de ingesta alimentaria (diario de alimentos) también mostré
gue hay diferencia significativa entre el consumo de queso fresco y queso Oaxaca
(p< 0.05), siendo el consumo de queso fresco mas alto. Estos resultados
confirman lo que se observé en el Cuestionario de Frecuencia de Compra (CFC),
por ejemplo; que el 90% y el 75 % de las familias compran queso fresco y Oaxaca,
respectivamente (Tabla 6.3). La media de consumo de ambos tipos de queso
fresco y Oaxaca, obtenida del diario de alimentos es mas grande que la mediana
de consumo por el mismo método. Esto no se observa con la media y la mediana

de consumo obtenida por el CFC (Tabla 6.3).

Tabla 6.3 Comparacién de los parametros de las distribuciones de probabilidad de la
compra y consumo de cada tipo de queso por semana y por familia en la ciudad de

Veracruz.
Queso Fresco Queso Oaxaca
Cantidad de Cantidad de Cantidad de Cantidad de
compra consumo compra consumo

n 92 299 74 279
Media (g) 994.6% 1,174.9° 819.3° 1040.2°
Mediana (g) 1,000.0 788.0 750.0 656.0
Desviacion 676.7 1,422.9 553.2 1,342.0
estandar

P95 (g) 2,000.0 3,726.0 2,000.0 3270.0

El test "Mann Whitney se aplicé para determinar diferencias significativas entre las columnas (1 y
2) y (3 y 4). Las diferentes letras representan diferencia significativa.

Esto se podria explicar por el hecho de que una gran proporcién de familias
compran queso dos veces al mes (quincenalmente) o mas esporadicamente. Asi,

el consumo promedio se eleva. Un patron similar de consumo se obervo para las
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familias que consumen queso fresco y queso Oaxaca juntos o separadamente

(Tabla 6.4)

Tabla 6.4 Comparacién de los pardmetros de las distribuciones de probabilidad de la
cantidad de cada tipo de queso consumido por familia, por dia, en la ciudad de Veracruz.

"Queso fresco  ‘Queso Oaxaca “Sélo queso “S6lo queso

C fresco Oaxaca

n 299 279 28 9

Media(g) 167.5% 152.1° 143.4% 196.1”

Mediana (g) 112.0 93.7 111.0 133.7

Desviacion 197.6 198.3 109.8 214.9

estandar

P95 (g) 532.3 494.0 365.1 672.3

Se aplicé la prueba *1Mann Whitney para determinar diferencias significativas entre las columnas.
Las diferentes letras representan una diferencia significativa, * no hay diferencia estadistica para
los consumidores de un solo queso

El consumo de queso fresco y queso Oaxaca de 0-8 afios de edad es
significativamente menor que el medido para el grupo de 14 a 17 afios, mientras
gue no hubo diferencias significativas entre los nifios de entre 0-8 afios de edad y
9 a 13 afios de edad (Tabla 6.5). Esto podria significar que los nifios tienden a
comer una cantidad similar de queso durante su transicion de nifios a

adolescentes.

Tabla 6.5 Comparacion de los pardmetros de las distribuciones de probabilidad de la
cantidad de cada tipo de queso consumido diariamente por nifios y adolescentes, en la
ciudad de Veracruz.

"Queso fresco “Queso Oaxaca

Rango de Edad 0-8 9-13 14-17 0-8 9-13 14-17
n 69 66 81 65 62 76

Media (g) 39.9° 49.7° 63.9° 40.1° 42.9° 62.4°
Mediana (g) 24 30.9 40 27.4 27.4 37.1
Desviacion estandar 37.8 58.8 62.0 42.9 54.6 55.8
P95 (g) 130.6 205.4 190 135.4 107.4 182.0

El test de Kruskal Wallis se aplico para determiner si hay diferencia significativa entre “las
columnas de Queso fresco (0-8, 9-13 y 14-17) y % Queso Oaxaca (0-8, 9-13y 14-17).
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El consumo de queso fresco y queso Oaxaca en adultos esta influenciado
por los grupos de edad. El queso fresco es mas consumido por hombres en los
grupos de edad entre 18-40 afos y 41-59 afios, que en los hombres de 60 afios
(Tabla 6.6). Sin embargo, si hay diferencias significativas en el consumo de las
mujeres de entre 18 a 40 afios y 41 a 59 afos. Las mujeres son mas susceptibles
a la pérdida de calcio, por lo que es posible que consuman més queso. En cuanto
al queso Oaxaca, se observo que no hay diferencia significativa en el consumo de
gueso en hombres en el grupo de edad de 18 y 40 afios y 41 a 59 afos de edad.
Esto podria ser porque realizan mas actividad fisica, por lo tanto, requieren una
mayor ingesta de alimentos en comparacion con los hombres mayores de 60 afios
de edad. Estos resultados sugieren que el consumo de ambos tipos de queso
puede estar influenciado por la actividad fisica en hombres, en las mujeres en los
requerimientos nutricionales para cada grupo de edades, y la demanda de energia
requerida por los adultos en edad productiva. Sin embargo, también puede estar
influenciada por las preferencias de los tipos de queso y por el poder adquisitivo

de compra de los individuos (Tabla 6.6).

Tabla 6.6 Comparacion de los parametros de las distribuciones de probabilidad del
consumo diario de queso fresco y Oaxaca por género e intervalo de edad, en la ciudad de

Veracruz.
Parametros Queso Fresco ]

"Hombres “Mujeres
n 221 122 44 223 144 37
Edad 18-40 41-59 >60 18-40 41-59 >60
Media(g) 51.9 2 57.2° 38.7° 48.8° 44.8° 46.4°
Mediana (g) 34.9 36 30.9 30.3 29.1 27.4
Desviacion estandar 58.4 63.9 34.8 55.8 39.9 451
P95 (g) 184.3 243.7 122.0 179.4 121.7 164.0

Queso Oaxaca

Hombres Mujeres
n 197 110 33 205 130 30
Edad 18-40 41-59 >60 18-40 41-59 >60
Media (g) 49.9° 51.7° 34.9° 45.8% 40.4% 42.7%
Mediana (g) 32.0 32.0 18.9 29.1 27.4 27.4
Desviacion estandar 56.1 62.3 43.2 58.2 41.7 42.9
P95 (g) 142.0 204.6 186.9 152.6 130.3 137.4

El test Kruskal Wallis se aplicé para determinar si hay diferencia significativa entre *'la columna de
hombres(18-40, 41-59 and >60 ) y **Mujeres (18-40, 41-59 and >60)
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En el presente estudio, la tasa de consumo de la poblacién adulta de queso
fresco y Oaxaca, corresponde a 50.9 g person™ dia’ y 47.8 g persona™ d*
respectivamente (Tabla 6.7). Estos valores son mas altos que los publicados por la
CDIC (2015) y lo reportado en la encuesta ENURBAL (Avila et al., 2002; Avila et
al., 2007), en la ciudad de México (2002, 2007), las cuales coinciden con el

consumo de queso Oaxaca reportado por Rosado et al., 1992.

Tabla 6.7 Comparacién de los parametros de las distribuciones de probabilidad de la
cantidad de cada tipo de queso consumido diariamente por la poblacién mayor de 14 afios
en la ciudad de Veracruz.

Tipo de Queso Queso Queso Sélo queso Sélo queso
fresco Oaxaca fresco Oaxaca
n 872 781 140 49
Media (g) 50.9° 47.8° 41.1% 60.7°
Mediana (g) 34.3 30.6 29.1 44.6
Desviacion 55.4 54.7 345 73.9
estandar
P95 (g) 170.6 162.6 102.0 135.7

El test Mann Whitney se aplico para determinar diferencias significativas entre las
columnas. Las diferentes letras representan diferencias significativas. Si hay
diferencia significativa entre los consumidores de un solo tipo de queso

El consumo promedio de queso fresco y Oaxaca para hombres y mujeres
fue de 53 g y 48.9 g respectivamente, mientras que el consumo promedio para
queso Oaxaca para hombres y mujeres es de 48 g y 45.17 g respectivamente
(Tabla 6.8). Sin embargo, solo el 5% de la poblacion masculina consume mas de
164.5 g de queso/dia de algun tipo de queso, y solo el 5 % de las mujeres
entrevistadas consumen mas de 152.6 g/dia de cualquiera de los dos quesos. Hay
diferencia significativa entre el consumo promedio de queso fresco entre hombres
y mujeres (p < 0.05), que no no hay diferencia significativa entre el consumo

promedio de queso Oaxaca entre hombres y mujeres (p > 0.05).
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Tabla 6.8 Comparacién de los parametros de las distribuciones de probabilidad de la
cantidad de cada tipo de queso consumido diariamente por género, en la ciudad de

Veracruz.
Queso fresco Queso Oaxaca
Hombres'® Mujeres™® Hombres?® Mujeres®®

n 430 442 381 400
Media (g) 53.01 48.9° 50.6 45.2%
Mediana (g) 36.8 30.3 32.0 28.6
Desviacion 54.1 52.1 57.4 52.0
estandar

P95 (g) 164.5 157.1 186.0 152.6

El test Mann Whitney se aplicé para determinar diferencias entre ‘las columnas *
de queso fresco (Hombres y mujeres) y “las columnas de queso Oaxaca
(Hombres y mujeres). Las diferentes letras representan si existe diferencia
significativa, * si hay diferencia significativa entre los consumidores de un solo
queso.

De las 309 familias entrevistadas, solo el 86 % indic6 la clase social a la
gue pertenecen. De este numero el 12 % reportd que pertenecen a la clase alta, el
76 % a la clase media, y el 12 % a la clase baja (Tabla 6.9). El queso fresco es
mas consumido entre la clase alta y la clase media. La mediana para esta clase
social es de 35.7 g y 31.8 g, respectivamente, mientras que la mediana de
consumo para la clase baja es de 24.1 g. Sin embargo, no hay diferencia
significativa. No hay diferencia de consumo entre los de clase alta y los de clase
media (p > 0.05) pero si hay diferencia significativa entre el valor de la mediana de
consumo de la clase alta y la clase media, con respecto a la clase baja (p < 0.05).

El queso Oaxaca es preferentemente consumido por la clase alta, si hay
diferencia significativa entre el valor de la mediana de consumo entre la clase alta,
con respecto a la clase media y la clase baja. Esto podria ser debido a que la
clase baja tiene menos ingresos para comprarlo, porque el queso Oaxaca tiene el
doble de precio que el queso fresco. Esto puedo estar argumentado debido a que
el estatus socioecondmico puede influir en el consumo de queso (Tabla 5.9). Un
comportamiento similar se reportd por Bashir (2011) quien evalué el precio de los
productos lacteos (incluyendo el queso), con respecto a los indicadores tales como

el estatus socioecondmico y la edad. El precio de los productos lacteos tales como
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el queso, influencia directamente la frecuencia de consumo de este producto
(Kubicova et al., 2014).

Tabla 6.9 Comparacién de los parametros de las distribuciones de probabilidad de la
cantidad de cada tipo de queso consumido diariamente por clase social, en la ciudad de

Veracruz.
Queso fresco Queso Oaxaca
Clase alta Clase Clase baja Clase alta Clase Clase baja
media media
n 30 199 33 29 181 31
Media (g) 48.7 49.0 28.6 56.8 42.4 35.0
Mediana 35.7° 31.8° 24.1° 38.7° 28.2% 25.9%
(9)
Desviacion 51.5 50.1 17.2 50.7 44.2 28.8
estandar
P95 (g) 107.2 179.4 60.4 165.4 131.9 88.4

El test Kruskal Wallis test se aplicd para determinar diferencias entre " las columnas de queso
fresco (clase alta, clase media y clase baja) y ? Jas columnas de gueso Oaxaca (clase alta, clase
media y clase baja).

Los datos muestran (Tabla 6.10) que durante la comida se consumen
cantidades similares de ambos tipos de queso, esto podria deberse a que la
comida (almuerzo) es la principal comida de la poblacién de Veracruz, porque
durante el dia las personas realizan la mayor parte de sus actividades y por lo
tanto requieren mas ingesta de alimentos nutritivos. Esto coincide con lo
encontrado por Smith (2010), quien argumenté que en la poblacion Mexicana el

almuerzo es la principal comida del dia.

Los datos de consumo de queso per capita a nivel nacional se obtienen
sumando las importaciones a la produccién nacional, restando las exportaciones y
dividiendo el resultado entre la poblacién total (dentro de la poblacién total se
incluyen los no consumidores de queso). El valor del consumo de queso por
persona por dia en este estudio es superior a la reportada para el consumo per

capita en 2013, como se muestra en la Tabla 6.11.
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Tabla 6.10 Comparacién de los parametros de las distribuciones de probabilidad de la
cantidad de cada tipo de queso consumido diariamente en cada comida, en la ciudad de

Veracruz.
Queso fresco™ Queso Oaxaca”

Desayuno Comida cena Desayuno Comida cena
n 783 742 572 649 563 578
Media (g) 163.3% 175.0°  160.4° 155.1% 183.3°  158.8°
Mediana (g) 128.0 131.3 116.5 108.0 131.2 1135
Desviacion 146.9 164.2 149.1 145.6 171.3 147.4
estandar
P95 (g) 420 454.9 436.1 458.0 475.5 442.7

El test Kruskal Wallis se aplico para determinar dlferenC|as significativas entre "las

columnas de queso fresco (Desayuno, comida y cena) y queso Oaxaca (Desayuno,
comida y cena).

Tabla 6.11 Comparacién de consumo de queso en el mundo.

Regiones Consumo global de queso Consumo de Queso
2013 (kg per capita) (g/personaldia)

Argentina 12.4 33.9

Brasil 3.7 10.1

Chile 8.8 24.1
Colombia 0.9 25
Uruguay 85 235
México 3.6 9.9

Canada 12.2 334
Estados Unidos 15.4 42.2
Francia 25.9 70.9

Ciudad de México 41 (Queso Oaxaca)**

51 (Queso Americano)**

Ciudad de México 15.6""
Ciudad de México 19.9+
Veracruz (Este estudio) 50.9"
Veracruz (Este estudio) 47.8"

CDIC, 2015; *SAGARPA, 2015; ‘queso fresco; *queso Oaxaca; Rosado et al.,. 1992; ""ENURBAL 2002;
*ENURBAL 2007.

El mayor consumo de queso por persona por dia en este estudio
comparado con el consumo per capita en 2013, puede ser debido a la inclusién de
los no consumidores en el calculo nacional per capita, el cual reduce en gran
medida la proporcion resultante. Por otra parte, el calculo per capita sélo incluye
informacion sobre la fabricacibn y venta de quesos sometidos a controles

sanitarios, comerciales y fiscales, no incluye la comercializacion de queso
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artesanal (que representa el 53% de la produccion total de leche), por lo tanto la
cantidad de queso utilizado en el célculo oficial per capita es inferior al real. Un
fenémeno similar se inform6 de Rossini (2015) que evalud el consumo de queso
en Argentina a través de entrevistas en los hogares y revisé el calculo del
consumo mensual de queso con y sin la poblacién no consumidora. En el primer
caso, el consumo per cépita fue de 1.3 kg/persona/mes y en el segundo caso fue
de 2.4 kg/persona/mes. La encuesta ENURBAL (Avila et al., 2003, Avila et al.,
2007), que se llevo a cabo con la poblacion de la Ciudad de México (2002, 2007),
a través de encuestas de recordatorio de 24 h, revelaron que el queso es uno de
los alimentos mas consumidos, con un consumo de 15.6 y 19.9 g/persona/dia en
2002 y 2007, respectivamente. Los datos de ENURBAL resultaron estar por
debajo a los resultados obtenidos en esta investigacion, el cual podria deberse al
hecho de que la encuesta realizada se basa en un método de recordatorio de 24
h, mientras que nuestro trabajo utiliza un diario de alimentos durante 7 dias, por lo
tanto cubren un periodo mas largo de tiempo, registrando el consumo de queso en
una proporcién mayor. Rosado et al., (1992) report6 los valores obtenidos por la
encuesta ENSANUT (1974) para el consumo de queso Oaxaca. Esta encuesta fue
llevada a cabo a lo largo del pais y se estudia el consumo urbano y rural por
separado. A pesar de que el consumo de queso fresco no se reportd, el consumo
de queso fresco obtenido en el presente estudio es similar a la de queso
americano reportado por Rosado et al., (1972) (Tabla 6.11). Esto sugiere que la
tasa de consumo de queso Oaxaca no ha variado entre los adultos desde 1974, lo

cual soporta el consumo crénico de queso.

6.2 Plaguicidas organoclorados en queso fresco y Oaxaca

Con respecto a la contaminacién de plaguicidas en quesos fresco y queso
Oaxaca, se decidido muestrear tanto en la época de secas como la de lluvias. En la
Tabla 6.12 se puede observar que, bajo las condiciones de analisis, no se detectd
la presencia de HCH y DDT.
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Tabla 6.12 Concentracion de HCH y DDT en muestras de quesos colectados en época de
secas y de época de lluvias en la ciudad de Veracruz.

Queso fresco Queso Oaxaca
No. Muestra >DDT >HCH No. Muestra >DDT YHCH
1 2ES ND ND 11 4ES ND ND
2 4 ES ND ND 12 5ES ND ND
3 5ES ND ND 13 8 ES ND ND
4 8 ES ND ND 14 10 ES ND ND
5 10ES ND ND 15 2ES ND ND
6 33 EP ND ND 16 1EP LOD<0.01 ND
7 1EP ND ND 17 2 EP ND ND
8 2EP ND ND 18 3 EP ND ND
9 4 EP ND ND 19 4 EP ND ND
10 5EP ND ND 20 5 EP ND ND

ES: Epoca de secas; EP: Epoca de Lluvias; ND: No detectado

6.3 Aflatoxina M; en queso Oaxaca.

6.3.1 Efecto del método de extraccion sobre la concentracién de aflatoxinas.
A continuaciébn se presentan los resultados de las variables que se

analizaron para seleccionar el método de extraccion de AFM1 en queso Oaxaca.

6.3.1.1 Linealidad de las curvas de calibracién de los estandares de AFM1 y
AFMs.

A partir de los resultados obtenidos en los cromatogramas para cada
concentracion de AF, se realizaron las curvas de calibracién que se muestran en
el Anexo A4. La linealidad de cada recta se evalud con el coeficiente de regresion
lineal (R%). En el Anexo 4, se observan las concentraciones con su respectiva area

y tiempo de retenciéon para cada AF.
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6.3.1.2 Limites de deteccion y de cuantificacion.

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacién (LOQ) se determinaron con
la desviacién estandar de la regresion lineal de cada curva de calibracién de
AFMs. En la Tabla 6.13 se presentan las ecuaciones de la curva de calibracion,

LOQ, LOD y el coeficiente de correlacion.

Tabla 6.13 Limites de deteccion para AFM1 y AFM..

Aflatoxina Ecuacién de LOD (ng g™) LOQ (ng g™) R®
regresion
AFM1 y=1.1718x-4.18 0.1 0.5 0.9834
AFM, y =0.711x-1.0247 0.05 0.2 0.9946

6.3.1.3 Porcentaje de recuperacion de los 3 métodos de extraccion.

En la Tabla 6.14 se presenta el porcentaje de recuperacion de los tres
métodos de extraccidn para queso Oaxaca. A partir de estos tres resultados
(linealidad, limites de deteccion y cuantificacion y porcentaje de recuperacion) se
eligio el método de extraccion.

Tabla 6.14 Porcentaje de recuperacion de los métodos de extraccion de AFM1 en queso

Oaxaca.
Método Porcentaje de recuperacion de los tres métodos de
extraccion para Queso Oaxaca.

AFM1 AFM1 (ng g™*) AFM1 AFM1 Porcentaje de

Total inyectada  Total Recuperada recuperacion
AOAC (5ng g™) 5 11.82 4.86+0.88 41.1
AOAC (20 ng g™V 20 26.82 26.37+3.70 98.3
AOAC (40 ng g™ 40 46.82 42.70+1.54 91.2
Testigo de AOAC 6.82+0.94 77 %
Biopharm (5 ng g™*) 5 9.71 898+0.14 925
Biopharm (20 ng g*) 20 2471 2451+085 99.2
Biopharm (40 ng g™*) 40 4471 42.26+1.32 945
Testigo de Biopharm 4.71+0.58 95 %
Cavaliere (5 ng g™) 5 9.04 6.0+0.75 66.4
Cavaliere (20 ng g™ 20 2404 16.86+0.64 70.1
Cavaliere (40 ng g™ 40 4404 41.38+1.72 94.0
Testigo de Cavaliere 4.04+0.15 85 %

AFM1 = Aflatoxina M;; AFM, = Aflatoxina M,; AFMt = Total de Aflatoxinas M;; DS = Desviacion
estandar.
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Se seleccion6 el método de R-Biopharm, que presentd 95 % de
recuperacion, en comparaciéon del método de AOAC que presentd 77 % y el
método de Cavaliere 85 %. El método de la AOAC utiliza un solvente toxico,
volatil, cancerigeno humano potencial y sus productos de descomposicion son
potencialmente corrosivos, dafié el material plastico del homogenizador y los tubos

de polipropileno

6.3.2 Contenido de AFM1 en queso Oaxaca.
A continuacion se presentaran los resultados del contenido de AFM1 en

gueso Oaxaca de los diferentes muestreos.
6.3.2.1 Andlisis de aflatoxina M; en queso Oaxaca colectado en 2015.

La Tabla 6.15 muestra los resultados de AFM1 en 25 muestras de queso
Oaxaca muestreado en la Ciudad de Veracruz en época de secas analizadas en
Phytocontrol.

Tabla 6.15 Contenido (ug kg m.s.™) de AFM1 en queso Oaxaca muestreado en época de
secas en 2015.

Muestra Origen AEM Muestra Origen AEM Muestra Origen AFM1
13 | Cd-de 17 |Cd-de 11 |P. vicente | 0040
Veracruz Veracruz
16 El Mangal 20 Joya 12 Cd. de 0.024
Veracruz
19 Cd. de 21 Tlalixcoyan 15 Cd. de 0.030
Veracruz Veracruz
24 P. Negras 25 Mixtequilla 18 Mixtequilla | 0.075*
Soledad de Cd. de LOD< Cd. de 0.024
29 Doblado ND 26 Veracruz 0.02 22 Veracruz
31 Cd. de 30 Tejar 27 El Morro 0.025
Veracruz
39 La Joya 32 Tlalixcoyan 28 Acayucan 0.023
37 Cd. de
40 Cd. De Veracruz 33 Cd. de 0.057*
Veracruz 38 Cd. de Veracruz
Veracruz

ND: no detectado; LOD: Limite de deteccion; * Mayor al limite de tolerancia de Codex Alimentarius
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En la Tabla 6.15 se aprecia que en el 32 % de las muestras la aflatoxina no
fue detectada, en el 36 % se detectd por debajo del limite de cuantificacion y en el
32 % restante s6lo dos valores sobrepasaron el limite de tolerancia del Codex

Alimentarius.

6.3.2.2 Anélisis de AFM1y AFM, en queso Oaxaca muestreado en 2016.

Los resultados del contenido de AFM1 y AFM, se presentan en la Tabla
5.18, como se puede observar en ella, los valores de contaminacién fueron
mayores a los encontrados en el muestreo de 2015, por ello, se utilizaron para

realizar la evaluacion de riesgo.

También se puede observar en la Tabla 6.16 que la AFM1 esta presente en
mas muestras (16 de 30, 53 %) que la AFM, (6 de 30, 20 %). Los niveles de AFM1
son entre 0.01 y 44 ug kg, y las concentraciones de AFM, entre 0.01 y 3.43 ug
kg™. Estos dos rangos superan los limites tolerables establecidos por la NAFTA
(de 0.5 ug kg™) y por el Codex Alimentarius y la Unién Europea (0.05 ug kg™)
(EFSA 2004). Un estudio anterior (Urban et al., 2009) reportd niveles de AFM1 en
27 % de las muestras de queso panela fresco de México. Hasta la fecha, ningun
caso humano de intoxicacién alimentaria se ha asociado con el consumo de queso
contaminado, a pesar de que se pueden encontrar altos niveles de cancerigenos

en el queso.

En la Figura 6.1 se puede observar la presencia de AFM1 y AFMy; el 37 %
de las muestras estan contaminadas con AFM1 por arriba de los limites maximos
residuales de 0.05 pg kg™y el 20 % de la muestras estan contaminadas con AFM,.
Las muestras mas contaminadas con AFM1 en queso Oaxaca son la 23, 15y 10
con concentraciones de 43.99 upg kgt, 32.19 ug kg' y 8.95 upg kg,
respectivamente. Mientras que la muestra 1 y 22 contienen AFM, a una

concentracion de 3.43 pg kgty 2.76 ug kg, respectivamente.
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Tabla 6.16 Contenido (ug kg m.s.™) de AFM1 y AFM, en queso Oaxaca muestreado en

2016.
Punto de Aflatoxina (ug kg™)
muestreo Origen AFM1 AFM, AFMt
Media + DE Media + DE

1 Tlalixcoyan 0.03+0.010° | 3.62+0.27° 3.47
2 Jamapa ND ND
3 Jamapa ND ND
4 La Mixtequilla 0.01+ 0% ND 0.01
5 Soledad de Doblado 0.76 + 0.02% ND 0.76
6 Cd. de Veracruz ND ND
I Cd. de Veracruz ND ND
8 Cd. de Veracruz 0.44 + 0.03% ND 0.43
9 Cd. de Veracruz 0.04 + 0.02° 0.68 + 0.09% 0.70
10 La Antigua 8.95 + 0.49% ND 8.95
11 Cd. de Veracruz ND ND 0
12 Mixtequilla 0.97 + 0.06% ND 0.97
13 Soledad de Doblado 2.66 +0.19% < LOD 2.66
14 Tlalixcoyan 0.05 + 0.01* < LOD 0.05
15 Tlalixcoyan 32.19+2.6% ND 32.19
16 Cd. de Veracruz 0.10 + 0.01% ND 0.10
17 Cd. de Veracruz 3.38+0.17% <LOD 3.37
18 Mixtequilla ND ND 0
19 Tierra Blanca ND ND 0
20 (El Morro) Boca del Rio ND ND 0
21 Cd. de Veracruz ND ND 0
22 Soledad de Doblado ND 2.77 +0.76% 2.76
23 Cd. de Veracruz 4399 +2.9% ND 43.99
24 Soledad de Doblado 0.01 + 0% ND 0.01
25 Cd. de Veracruz 0.72 £ 0.21% ND 0.72
26 Cd. de Veracruz ND ND 0
27 Cd. de Veracruz ND ND 0
28 Cd. de Veracruz ND ND 0
29 (La Joya) Acajete ND ND 0
30 Cd. de Veracruz 0.04 + 0.01% ND 0.04

DE: desviacién estandar; ND: No detectado; AFM;: Aflatoxinas M totales. Diferentes letras
en la misma fila representan diferencia significativa (ANOVAA con pruebas de Tukey, P< 0.05)

La cantidad de AFM1 formado depende del organismo de cada vaca y su

excrecion en la leche disminuye conforme el consumo de alimento contaminado

con AFB; cesa, aunque se pueden encontrar rastros durante dos o tres dias mas.

La relacion de conversion de AFB; a AFM1 varia de 1:100 a 1:300 (O'Brien y
O'Connor, 2004).
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Figura 6.1 Contenido de AFM1 (A) y AFM, (B) en muestras de queso Oaxaca colectadas

en la ciudad de Veracruz en 2016.

6.4 Evaluacién probabilistica de riesgo.

6.4.1 Funcion de densidad de probabilidad del peso de los habitantes de la
ciudad de Veracruz.

La Figura 6.2 y 6.3 muestra la PDF del peso de la poblacion femenina y

masculina consumidora de queso Oaxaca mayor de 14 afos, ajustada a una

distribucion lognormal. El peso promedio de la poblacion femenina y masculina

consumidora de queso Oaxaca de la ciudad de Veracruz fue de 65.7 kg y 74 kg,

respectivamente.
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Figura 6.2 Funcién de densidad de probabilidad del peso de la poblacién femenina de la

ciudad de Veracruz.
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Figura 6.3 Funcion de densidad de probabilidad del peso de la poblacion masculina de la

ciudad de Veracruz.
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En paralelo a esta tesis, se realizd, un muestreo aleatorio para determinar la
ingesta de tortillas de maiz en la Ciudad de Veracruz, mostrando resultados
similares: 65.83 kg para las mujeres y 73.31 kg para los hombres. Datos
semejantes fueron reportados por la camara nacional de la industria del vestido
(CANAIVE, 2012), de 74.8 kg para hombres y 68.7 kg para mujeres, con un
tamafo de muestra de mas de 5000 habitantes.

6.4.2 Funcion de densidad de probabilidad de laingesta de queso Oaxaca.
La Figura 6.4 muestra la funcién de densidad de probabilidad del consumo
de queso Oaxaca de la poblacion de la ciudad de Veracruz. Los datos fueron
ajustados a una distribucion lognormal para construir la PDF. En la PDF se puede
observar que el 5 % de la poblacién consume mas de 162.6 g de queso Oaxaca
por dia y que el consumo medio en la poblacién es de 47.8 g de queso d™. Para
incluir la variabilidad de la porcion de consumo, dependiendo del lugar de la
ubicacion del hogar y los integrantes de la familia, se utilizé6 el método de Monte

Carlo con 10,000 iteraciones en la PDF.

6.4.3 PDF del contenido de aflatoxina M; en queso Oaxaca.

La Tabla 6.17 muestra los parametros de la densidad de probabilidad de la
contaminacion de AFM1 en queso Oaxaca de la ciudad de Veracruz muestreado
en 2015; la AFM1 y la AFM; del queso Oaxaca muestreado en 2016. La PDF se
construy0 a partir de los datos de la cota superior por ser la condicibn mas
protectora. La contaminacién de AFM1 en queso Oaxaca fue evaluada en época
de secas del 2014 y 2015, se muestra la diferencia observada en las dos
temporadas, siendo la época de secas del 2014 la que presenta menor
contaminacion, solo el 8 % presentd una contaminacion mayor a lo establecido por

la Comisién Europea.
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Figura 6.4 Funcion de densidad de probabilidad del consumo de queso Oaxaca en la

ciudad de Veracruz, ajustada a una distribucion lognormal.

Las muestras analizadas en el 2016 presentaron mayor contaminacion, el

37 % presentan contaminacién por arriba de lo establecido por la Comisién

Europea (CE) de 0.05 pg kg™. Por lo tanto es importante realizar una evaluacion

de riesgo, debido al alto consumo de queso Oaxaca en la Ciudad de Veracruz,

50.6 g d* para hombres y 45.2 g d* para mujeres y alta incidencia de muestras

contaminadas.

Tabla 6.17 Parametros de la distribucion de probabilidad de la concentracién de AFM1 y
AFM, en queso Oaxaca muestreado en la ciudad de Veracruz.

Parametro Abril 2015 Abril 2016
AFM1 AFM1 AFM,
n 25 30 30
Media (ug kg™) 0.022 3.312 0.281
Mediana (ug kg™) 0.020 2.296 0.195
DS (ug kg™) 0.015 3.311 0.281
P95 (ug kg™) 0.057 9.923 0.841

6.4.4 Ingesta Diaria Estimada (IDE)

La ingesta diaria de AFM1 se estimO para los consumidores de queso

Oaxaca en la Ciudad de Veracruz. Se realiz6 una comparacion por género, y
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edades. La estimacién de la ingesta diaria fue calculada utilizando el método
Monte Carlo con 10,000 iteraciones. Los pardmetros son mostrados en la Tabla
6.18 y 6.19.

Tabla 6.18 Parametros de la funcion de densidad de probabilidad de la IDE de AFM1 para
hombres y mujeres mayores de 14 afios, consumidores de queso Oaxaca en la Ciudad de
Veracruz en 2015.

Parametro Epoca de secas 2015 (AFM1)
Hombres Mujeres Poblacién general
>14 afios >14 afios >14 afios

n 25 30 30

Media (ng kg™ 0.015 0.015 0.015

pcd?)

Mediana (ng 0.009 0.009 0.009

kg™ pc d”)

D? (ng kg™ pc 0.021 0.021 0.020

d”)

Percentil 95 0.048 0.048 0.048

(ng kg™ pc d?

La ingesta media estimada para AFML1 fue de 2.25y 2.20 (ng / kg de peso
corporal / dia) para hombres y mujeres respectivamente, la cual es la mas alta que
la recomendacién de la JECFA, 1999 y 2001 de 1 ng kg™ pc d*. El anélisis
estadistico muestra diferencia significativa entre los hombres y las mujeres, siendo
los hombres los que presentaron mayor riesgo para la poblacién, ya que se puede
estimar que un 5 % de la poblacién consume mas de 162.6 g de queso Oaxaca
por dia. Al ser mayores del 5 % se puede decir que la poblacion podria estar en

riesgo por consumo de aflatoxinas presentes en queso.
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Tabla 6.19 Parametros de la funcion de densidad de probabilidad de la IDE de AFM1 para
hombres y mujeres mayores de 14 afios, consumidores de queso Oaxaca en la Ciudad de
Veracruz en 2016.

Parametro

Epoca de secas 2016 (AFM1)

Hombres Mujeres Poblacién general
>14 afios >14 afos >14 afos
Media (ng kg™ 2.25 2.20 2.26
pcd?)
Mediana (ng 1.52 15 1.53
kg™ pc d?)
DS (ng kg™ pc 2.44 2.34 2.45
d”)
Percentil 95 6.51 6.30 6.56
(ng kg™ pc d™)
Poblacién en 1.5% 1.7 % 0%

riesgo (%)

Tabla 6.20 Evaluacion de la exposicién en nifios, adolescentes, adultos y adultos
mayores, consumidores de queso Oaxaca contaminado con AFM1 y AFM,

0-8 years 9-13 years 14-59 years 2 60 years
AFM1 AFM, AFM1 AFM, AFM1 AFM, AFM1 AFM,
Media (ug/kg pc/dia) 5.9 0.51 4.46 0.37 2.32 0.20 181 0.15
Mediana (ug/kg pc/dia) 25 0.21 1.46 0.12 1.02 0.09 0.72 0.06
DS 11.5 1.00 32.1 2.14 4.13 0.36 3.68 0.31
P95 (ng/kg pc/dia) 22.49 1.90 14.6 1.21 8.76 0.75 6.94 0.59

La poblacion que presenta mayor exposicion y en consecuencia, riesgo

tanto por consumo de AFM1 y AFM, via el queso Oaxaca son los nifios (Tabla

6.20). Este comportamiento se debe principalmente a su bajo peso comparado

con los otros grupos estudiados (adolescentes, adultos y adultos mayores).
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6.4.5 Evaluacion de riesgo probabilistico

Las aflatoxinas se encuentran entre los méas potentes mutagenos y
sustancias cancerigenas conocidas (IARC, 2002). En 1997, la JECFA realiz6 una
evaluacion de esta toxina y no pudo establecer una TDI numérica, sino mas bien
estimaciones calculadas para el cancer de higado humano como resultado de la
exposicion a la aflatoxina B;. Y llegé a la conclusion de que la exposicion diaria,
incluso <1 ng/ kg™ pc /dia, contribuy6é al riesgo de céancer de higado. Por
consiguiente, se recomienda que los niveles deban ser reducidos a ser tan bajo

como sea razonablemente posible (Leblanc, 2005).

Existen tres valores de referencia (TDIs) para la AFM1: el establecido en
1994 por la SCF (1 ng kg™ pc dia™®); en 1998, en Francia (0.2 ng kg™ pc dia™) y en
el 2001 por la JECFA, y la OMS (10 ng kg* pc dia™®). La Tabla 6.21 y 6.22
muestran los resultados de la poblacion en riesgo por el consumo de AFM1 y
AFM, presentes en queso Oaxaca. Se utilizaron los TDIs anteriomente citados

para ambas toxinas, debido a que no cuenta con un valor particular para AFMa.

Tabla 6.21 Evaluacion de riesgo, utilizando de diferentes valores TDI, para la ingesta de
AFM1 en nifios, adolescentes, adultos y adultos mayores, por consumo de queso

Oaxaca.
TDI (AFM1)
afos 10 ng/kg 1 ng/kg pc/dia 0.2 ng/kg pc/dia
pc/dia
0-8 uB 15.6 % 72.8 % 93.3 %
9-13 uB 8.1 % 60.1 % 89 %
2 14-59 uB 3.9% 50.6 % 84.3 %
=60 UB 2.7 % 41.4 % 78.5 %

En la Tabla 6.21 se puede observar gue la poblacion que se encuentra mas
en riesgo, es la poblacion infantil, que va desde un 15.6 % de riesgo hasta un 93.3
% de riesgo, dependende del TDI utilizado, también se pueden observar que para
una TDI de 10 ng/kg pc/dia el riesgo por consumir queso contaminado con AFM1

disminuye conforme la poblacion va envejeciendo. Sin embargo utilizando la TDI
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de 1 ng/kg pc/dia, la poblacién a cualquier edad presenta una probabilidad de

riesgo mayor al 41.4 %.

Tabla 6.22 Evaluacion de riesgo utilizando diferentes valores de TDI, para la ingesta de
AFM, en nifios, adolescentes, adultos y adultos mayores, por consumo de queso Oaxaca.

TDI (AFM,)
afios 10 ng/kg 1 ng/kg pc/dia 0.2 ng/kg pc/dia
pc/dia
0-8 uB 0.1% 12.8 % 52 %
9-13 UB 0.2 % 6.6 % 36.6 %
= 14-59 uB 0% 29% 27.2%
=60 UB 0% 1.9% 20.5 %

Estos datos deben ser interpretados con preucacion, particularmente para la
AFM; ya que no existe una TDI establecida. A pesar de lo anterior, los resultados
obtenidos en el presente trabajo muestran que deben ponerse una mayor atencion

a la presencia y exposicion tanto de AFM1 como de AFM; en productos lacteos.
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7 CONCLUSIONES

En la ciudad de Veracruz, el principal queso consumido, es el queso fresco,
seguido por el queso Oaxaca y el consumo es mayor que el valor nacional medio
de todos los quesos.

La clase alta y la clase media son los principales consumidores de queso
fresco, mientras que el queso Oaxaca es consumido principalmente por la clase
alta.

Los hombres de 41-59 afios consumen mas quesos frescos y de 18-59 afios
consumen mas queso Oaxaca, mientras que entre las mujeres el consumo de
qgueso es similar para todas las edades.

Solo en el 5 % de las muestras de queso Oaxaca se detectaron POC’s a
valores inferiores al limite de cuantificaciéon (LOQ = 0.01 mg kg™), lo que muestra
que la exposicion del consumidor a los POC'’s es baja.

La exposicién de los nifios (5.9 x 10° g AFM1 kg de peso corporal™ d?) fue
mayor que la encontrada en adultos (2.3 x 10° g AFM1 kg de peso corporal™ d™?).

El andlisis de riesgo revel6 que el 93 % de la poblacién infantil de la ciudad de
Veracruz esta en riesgo por consumir queso Oaxaca contaminado con AFM1 vy el
52 % debido al consumo con AFM, (considerando una TDI de 0.02 ng kg™ pc dia

1).
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ANEXOS

ANEXO 1. CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE COMPRA DE QUESO
Investigacion del consumo de Queso en la zona de Veracruz

Muchas gracias por tomarse el tiempo para completar esta encuesta de Investigacion cientifica. Su
participacion es de gran importancia para llevar a cabo este estudio. Esta encuesta requiere sélo 5

minutos de su tiempo.

Fecha: d/ m/ al Folio:
Nombre: Género: M F
Edad: Peso: Embarazada: Colonia: Ciudad:

1. ¢ Cuél es su ocupacion?
a) Estudiante  b) Empleado  c) Trabajador independiente  d) Hogar  €) Desempleado

2.- Ultimo grado de estudios con reconocimiento:

a) Primaria b) Secundaria ¢) Técnico d) Bachillerato d) Licenciatura

e) Especialidad  f) Postgrado g) sin estudios

Clase alta C. Media Clase Media | C. Media Clase Baja C. Mas Baja
alta Baja

gué nivel socioecondmico cree usted que pertenece

4.- ;Cuantas personas conforman su grupo familiar?
No. de Personas Género Edad Peso
1

N[OOI~ [WwN

5.- ¢ En qué época del afio consume con mayor frecuencia Queso?

a) primavera b) verano c)otofio d)inviernos e) Todo el afio f) Otra,
especifique:

6.- ¢ Cada cuanto compra regularmente queso?

a) Diario b) tres veces por semana c) 1 vez a la semana d) 1 vez a la quincena e)
otra:

Indi
que
en
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7. ¢ Cuanto compra de queso, las veces que usted va a comprarlo?

b) Requesoén

¢) Americano

=
d) Cottage

e) Oaxaca o
Hebra

g) Parmesano

Mozarella

8.- ¢ Cuéntas veces comi6 usted fuera de casa, la semana que acaba de pasar?

Lunes

Martes

Miércoles

Jueves

Viernes

Sabado

Domingo

Desayuno

Comida

Cena

9.- ¢ En qué parte del dia consume usted mas Queso?

a) Desayuno b) Comida o almuerzo c) Cena d) Todo el dia

“Ha finalizado la encuesta. Muchas gracias por su tiempo”
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http://www.google.com.mx/imgres?start=212&hl=es-419&biw=1024&bih=476&tbm=isch&tbnid=P67xisrRvjK7xM:&imgrefurl=http://www.globeholidays.net/Europe/Italy/Campania/Caserta/Caserta_Mozzarella_di_Bufala3.htm&docid=k3YCW5f6oHunrM&imgurl=http://www.globeholidays.net/Europe/Italy/Campania/Media/Salerno_Mozzarella_Bufala.jpg&w=788&h=656&ei=g_NEUruwBvK72QWQl4CwDg&zoom=1&ved=1t:3588,r:13,s:200,i:43&iact=rc&page=19&tbnh=170&tbnw=207&ndsp=12&tx=147&ty=78

ANEXO 2. CUESTIONARIO DIARIO DE CONSUMO DE QUESO OAXACA

Muchas gracias por tomarse el tiempo para completar esta encuesta para cada persona, por familia, por 7 dias. Su participacion es
de gran importancia para llevar a cabo este estudio.

Fecha: d/ m/ al Folio:

1.- Indique a qué nivel socioecondmico cree usted que pertenece

| Clase alta | C. Media alta | Clase Media | C. Media Baja | Clase Baja | C. Mas Baja |
2.- Escriba la edad, el género y el peso, de cada uno de los miembros de su familia

Edad(afios)
Género (FIM)
Peso (kg)

3.- Seleccione la(s) porcion(es) que usted y cada uno de los integrantes de su familia consume por dia 'y por
cada comida, en los proximos 7 dias

Personal | ¢Cudl porciéon? | ¢Cudl porcién? | ¢Cudl porcién? | ¢Cudl porcion? | ¢Cudl porcién? | ¢Cual porcién? ¢ Cudl porciéon?
Desayuno

Comida
Cena
Persona 2
Desayuno
Comida
Cena
Persona 3
Desayuno
Comida
Cena
Persona 4
Desayuno
Comida
Cena
Persona 5
Desayuno
Comida
Cena
Persona 6
Desayuno
Comida
Cena
Persona 7
Desayuno
Comida
Cena
Persona 8
Desayuno
Comida
Cena
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ANEXO 3. CUESTIONARIO DIARIO DE CONSUMO DE QUESO FRESCO

Muchas gracias por tomarse el tiempo para completar esta encuesta para cada persona, por familia, por 7 dias. Su
participacion es de gran importancia para llevar a cabo este estudio.

Fecha: d/ m/ al Folio:

1.- Indique a qué nivel socioeconémico cree usted que pertenece
[ Clase alta | C. Mediaalta | Clase Media | C. Media Baja | Clase Baja | C.MasBaja |

2.- Escribala edad, el género y el peso, de cada uno de los miembros de su familia

Edad(afios)
Género (F/M)
Peso (kg)

3.- Seleccione la(s) porcion(es) que usted y cada uno de los integrantes de su familia consume por dia y por
cada comida, en los préoximos 7 dias

£
o

Personal | ¢Cual porcion? | ¢Cual porcién? | ¢Cudl porcion? | ¢Cual porcion? | ¢Cual porcién? | ¢Cual porcién? ¢Cudl porcién?
Desayuno
Comida
Cena
Persona 2
Desayuno
Comida
Cena
Persona 3
Desayuno
Comida
Cena
Persona 4
Desayuno
Comida
Cena
Persona 5
Desayuno
Comida
Cena
Persona 6
Desayuno
Comida
Cena
Persona 7
Desayuno
Comida
Cena
Persona 8
Desayuno
Comida

115



ANEXO 4: CURVAS DE CALIBRACION

Curva de calibracion de AFM,

160
140 a

=
o
o

80 ¢
60

Area (UL)

40

20
0% T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140

B y=1.1718x-4.18
Concentracién (ng mL1) R2 = 0.0834

Figura A4.1. Curva de calibracion de AFML1.

Curva de calibracion de AFM,
120
100

80

60
y =0.7539x- 2.3681

40
R*=0.994

re

Area UL

20

0 L 2
20 20 40 60 80 100 120 140

Concentracién (ng mL-1)

Figura. A4.2. Curva de calibracion AFM,.
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Tabla A4.1 Datos de la curva de calibracion de AFM1

Concentracion (ng mL'l) Area (UL) Tiempo de retencién (min)
0.1 0.225 8.514
0.5 0.247 8.556

1 0.245 8.525
2 0.300 8.563
4 1.004 8.638
8 2.105 8.691
16 7.387 8.745
32 20.748 8.769
64 80.184 8.757
128 145.265 8.685

Tabla A4.2 Datos de la curva de calibracion de AFM,.

Concentracién (ng mL™) Area (UL) Tiempo de Retencién (min)
0.05 0.146 20.208
0.5 0.16 22.447
2 0.5 20.544
64 38.9 20.966
100 73.412 20.905
128 90.17 20.844
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Evaluacidn probabilistica del riesgo a la salud del consumidor de queso fresco y Oaxaca, en la ciudad de Veracruz, debido a la presencia de
plaguicidas organoclorados y aflatoxinas.

RESUMEN : El 53 % de la leche producida en Veracruz se utiliza para fabricacion de quesos artesanales, sin embargo esta leche no es sometida a
ningun andlisis de calidad, por lo que el contenido de contaminantes como plaguicidas y micotoxinas podrian concentrarse en los quesos. Los
plaguicidas, como los organoclorados (POC’s), pueden aumentar la incidencia de cancer y funcionar como disruptor enddcrino; mientras que las
micotoxinas, como las aflatoxinas (AFs): Aflatoxina M; (AFM,) y Aflatoxina M, (AFM,), son consideradas cancerigenas. El consumo de queso con
estos toxicos puede poner en riesgo la salud del consumidor, sin embargo, existen pocos reportes de la concentracion de estos compuestos y el
consumo de quesos por la poblacion de Veracruz. El objetivo de este trabajo fue evaluar el riesgo a la salud por el consumo de queso (fresco y
Oaxaca) contaminado con POC’s, AFM; y AFM,. Para alcanzar este objetivo, se muestrearon aleatoriamente quesos fresco y Oaxaca en 40 puntos
de venta de la ciudad de Veracruz, en tres afios diferentes (2014, 2015 y 2016), abarcando periodos de secas y de lluvias. La concentracién de
POC'’s (n = 20) se cuantificd por CG-MS y la de AFs por HPLC. Para la obtencién de datos de ingesta de queso, se utilizaron dos cuestionarios: uno de
frecuencia de compra (n = 100) y un diario de alimentos de 7 dias (n = 309 para cada tipo de queso). La evaluacién del riesgo por exposicion de la
poblacidon a AFM; se evalud a través de la combinacion de las funciones de densidad de probabilidad (PDF) de la concentracidén de AFs, del
consumo de queso Oaxaca y del peso corporal (metodologia probabilistica). Sélo en el 5 % de las muestras de queso Oaxaca se detectaron POC’s
pero en valores inferiores al limite de cuantificacion (LOQ = 0.01 mg kg’l), lo que muestra que la exposicion del consumidor a los POC’s es baja. El
consumo promedio de queso fresco y Oaxaca fue de 50.9 g persona-1 d’ly 47.8 g persona-1 d' respectivamente. Sélo en el 37 % de las muestras
de queso Oaxaca, la concentracion de AFM; y en el 10 % para la AFM,, fue mayor al valor establecido por la Comisidn Europea de 0.05 pug kg'l. La
exposicion de los nifios (5.9 ug de AFM; kg de peso corporal-1 d* y 0.5 pg de AFM, kg de peso corporal-1 d'l) fue mayor que la encontrada en
adultos (2.32 pg de AFM; kg de peso corporal-1 d* y 0.2 pug de AFM, kg de peso corporal-1 d'l). Teniendo en cuenta una TDl de 1 ng kg'1 pc dia® los
resultados indicaron que la salud del 72.8 % y el 51 % de la poblacién infantil y adulta, respectivamente, de la ciudad de Veracruz, esta en riesgo
por consumir queso Oaxaca contaminado con AFM; y cerca del 13 % y 3 % de la poblacidn infantil y adulta respectivamente, debido al consumo de
AFM,. El presente estudio es la primera investigacidn sobre la exposicidn de la poblacidn veracruzana a quesos contaminados con AFM; y AFM,.

Palabras clave : Veracruz, leche, consumo de queso, pesticidas y micotoxinas, contaminacion.

Probabilistic risk assessment for organochlorine pesticides and aflatoxins exposure by consumption of contaminated cheeses (fresh and
Oaxaca) in Veracruz City

ABSTRACT : About 53 % of the milk produced in Veracruz is used for the manufacture of artisanal cheeses, however this milk is not subjected to
any quality analysis, so the content of contaminants such as pesticides and mycotoxins could be found in cheeses. Pesticides, such as
organochlorines (POCs), can increase the incidence of cancer and act as an endocrine disruptor; Additionally mycotoxins, such as aflatoxin M,
(AFM,) and aflatoxin M, (AFM,), are considered carcinogenic. The consumption of cheese with these toxins can put the health of the consumer at
risk; however, there are only reports on the concentration of these compounds in cheeses, and cheese data consumption by the population of
Veracruz are not available. The objective of this work was to evaluate the health risk due to the consumption of contaminated cheese (fresh and
Oaxaca) with POC's and AFM;. In order to attain this objective, fresh and Oaxaca cheeses were randomly sampled at 40 groceries in Veracruz city,
in three different years (2014, 2015 and 2016), covering periods of drought and rain. The concentration of POC's (n= 20) was quantified by CG-MS
and that of AFs by HPLC. Cheese intake data were obtained from a purchase frequency questionnaire (n = 100) and from a 7 days food diary
questionnaire (n = 309 for each type cheese). The risk assessment for exposure of the population to AFM; was calculated by the combination of
probability density functions (PDF) of AFM; concentration, Oaxaca cheese consumption and body weight (probabilistic methodology). POCs were
detected only in 5 % of the samples at concentrations above the quantification limit (LOQ = 0.01 mg kg'l), which showst that consumer exposure is
low. The average consumption of fresh and Oaxaca cheese was 50.9 g person-1 d™" and 47.8 g person-1 d?, respectively. Only in 37 % of Oaxaca
cheese samples, the concentration of AFM; and in the 10 samples of AFM, was higher than the value established by the European Commission of
0.05 pg kg_l. The exposure of children (5.9 ug AFM; kg body weight-1 d* and 0.5 ug AFM, kg body weight-1 d_l) was higher than found in adults
(2.32 ug AFM; kg body weight-1 d*and 0.2 ug AFM, kg body weight-1 d’l). Taking into account a TDI of 1 ng kg'1 pc d™ the results indicated that
health that the 72.8 % And 51% of the adult and child population, respectively, of the population of Veracruz city is at for consuming contaminated
Oaxaca cheese with AFM; and about 13% and 3% of the infant and adult population, respectively, due to the consumption of AFM,. The present
study is the first research on the exposure of Veracruz population concerning contaminated cheeses with AFM; and AFM,.

Keywords : Veracruz, milk, consumption cheese, pesticides and mycotoxins, contamination.
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Evaluation du risque sanitaire pour la population de Veracruz lié a la contamination des fromages frais et Oaxaca par des organochlorés et des
aflatoxines

Résumé : 53% du lait produit a Veracruz est utilisé pour la fabrication des fromages, mais ce lait est soumis a aucune analyse de la qualité, de sorte
que le contenu des polluants tels que les pesticides et les mycotoxines pourraient se concentrer sur les fromages. Les pesticides, tels que les
organochlorés (POC), peuvent augmenter l'incidence du cancer et jouer le role de perturbateur endocrinien; tandis que les mycotoxines, telles que
les aflatoxines (AF): I'aflatoxine My (AFM;) et I'aflatoxine M, (AFM,), sont considérées comme cancérigénes. La consommation de fromage avec ces
toxines peut mettre en danger la santé du consommateur, cependant, il y a peu de rapports sur la concentration de ces composés et la
consommation de fromages par la population de Veracruz. L'objectif de ce travail était d'évaluer le risque pour la santé d{i a la consommation de
fromage (frais et Oaxaca) contaminé par les POC, AFM; et AFM,. Pour atteindre cet objectif, des fromages frais et Oaxaca ont été échantillonnés au
hasard dans 40 points de vente dans la ville de Veracruz, au cours de trois années différentes (2014, 2015 et 2016), couvrant les périodes seches et
pluvieuses. La concentration de POC (n = 20) a été quantifiée par CG-MS et celle des AF par HPLC. Pour obtenir des données sur la consommation
de fromage, deux questionnaires ont été utilisés: un pour la fréquence d'achat (n = 100) et un journal alimentaire pour 7 jours (n = 309 pour
chaque type de fromage). L'évaluation des risques par exposition de la population a I'AFM; a été évaluée a I'aide de la combinaison des fonctions
de densité de probabilité (PDF) de la concentration AF, de la consommation de fromage Oaxaca et du poids corporel (méthodologie probabiliste).
Seulement dans 5% des échantillons de fromage Oaxaca, les POC ont été détectés mais dans des valeurs inférieures a la limite de quantification
(LOQ = 0,01 mg kg’l), ce qui montre que l'exposition des consommateurs aux POC est faible. La consommation moyenne de fromage frais et
Oaxaca était de 50,9 g personne-1 d' et 47,8 g personne-1 d'l, respectivement. Seulement dans 37% des échantillons de fromage Oaxaca, la
concentration d'AFM; et dans 10% pour I'AFM,, était supérieure a la valeur établie par la Commission européenne de 0,05 ug kg'l. L'exposition des
enfants (5,9 ug de poids corporel AFM; 1 kg d'et0,5 pg de poids corporel 1 AFM, kg d'l) était supérieure a celle observée chez les adultes (2,32 g
AFM; kg de poids corporel -1 d'et0,2 ug de AFM, kg de poids corporel-1 d’l). La prise en compte d'un TDI de 1 ng kg’l pc par jour’l Jles résultats
indiquent que la santé de 72,8% et 51% des enfants et des adultes respectivement population de la ville de Veracruz, est a risque de manger du
fromage Oaxaca contaminés par I'AFM; et environ 13% et 3% respectivement de la population des enfants et des adultes, en raison de la
consommation de AFM,. La présente étude est la premiére enquéte sur I'exposition de la population de Veracruz a des fromages contaminés par
AFM, et AFM,.

Mots clés : Veracruz, lait, consommation de fromage, pesticides et mycotoxines,contamination.
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