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Dos caminos se bifurcan en la floresta ocre,
y senti no poder tomar ambos
siendo yo un solo caminante; mucho estuve
observando uno de ellos hasta que torcia
alla, en la maleza inaccesible,

Me fijé entonces en el otro, similar,
acaso con mayores atractivos,
pues su forraje invitaba a ser andado;
aunque, a decir verdad, ef paso allf
les habja hecho el mismo estrago.

Alli estaban de iquales esa mafana
con hojas que las pisadas rno habian marchitado.
iOh, dejaré el primero para otra ocasion!
Mas, sabiendo que un camino conduce a olro,
no Se i volveré a pasar por aqui.

He de repelir esto con un SUSpiro,
siglo tras siglo en algin sitio:
dos caminos se bifurcan en la floresta, v yo
tomé de ellos el mas virgen.
Eso marcd la diferencia.

Robert Lee Frost
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RESUMEN

En los ultimos anos el aseguramiento de la calidad e inocuidad de los alimentos
se ha convertido en un tema de gran importancia para la poblacion humana.
Las cualidades nuintivas de la leche y sus derivados la sitdan entre los
alimentos basicos por excelencia, y su calidad se refiere al ajuste de
especificaciones establecidas basadas principalmente en su composicién fisica
¥ quimica, ademas de cualidades sensoriales y microbiologicas. La calidad de
la leche puede afectarse por la adicién de agua, adicidon de conservadores o
neutralizantes, adicién de suero de proteina, etc. Estas adulteraciones ocurren
en cualquier etapa de 1a produccidn. La inocuidad de la leche es la condicidn
que garantiza que no causara dano al consumidor y puede ser afectada por la
contaminacién de los alimentos y el agua que ingiere |la vaca o bien, por el uso
de materiales inadecuados en la produccién lechera. La leche puede estar
contaminada con affatoxinas que son metabohtos secundarios producidos por
algunas especies del género Aspergiflus en condiciones de humedad vy
temperaturas elevadas. La aflatoxina M1 {AFM1) es excretada en la leche de
los animales gue han ingerido alimento contaminado con aflatoxina B1 (AFB1).
La AFM1 es considerada la de mayor accion toxica para los humanos. El
objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades fisicas (acidez y pH) y
quimicas {grasa, proleina, lactosa, sdlidos lotales, sdlidos no grasos vy
caseina), asi como la presencia de susiancias extranas {agua y aflatoxina MT)
de muestras de leche cruda organica y convencional duranle épocas de lluvias
y seca. Se analizaren 11 muestras de leche cruda organica y 12 muestras de
leche cruda convencional, provenientes de los municipios de Tuxpan, Veracruz
y de Tizayuca. Hidalgo, respectivamente durante un aio. Se observd el efecto
de la época del afo en la calidad e inocuidad de la leche. Se empled
espectrofolomelria de infrarrojo vy otras lécnicas analiticas de laboratorio
aprobadas por la Federacion Intermnacional de Lecheria (FIL) para el analisis de
propiedades fisicas y quimicas, la técnica de crioscopia para la deteccion de
adicién de agua, y cromalografia de liquidos de alla resolucion para la
deleminacion de AFM1 en ambos tipos de leche cruda. Los resultados
moslraron que no existio diferencia significativa (P>0.05) en los componentes
de la leche convencional en época de lluvia y seca. En la leche organica se
observo efecto de la época de seca en el porcentaje de lactosa (P<0.05), al
igual que el porcenlaje de acdez durante la época de lluvia, presentando
disminucién de los valores. Las medias del punto crioscopico de las muestras
de leche convencional y organica analizadas (-0.545 y -0.546°H,
respectivamente) cumplieron con los limites establecidos en la norma oficial
mexicana para leche {FIL-IDF 108 B: 1991), sin embargo se observaron 5
muestras con valores fuera de los limites, debido a Ia posible adicidon de agua y
al crecimiento bactenano. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05),
por lo que 1a época del ano no tuvo efecto sobre el punto crioscopico de la
leche. El 54.55% de las muestras de leche organica y el 50% de las muestras
de leche convencional sobrepasaron los limites maximos permisibles {(LMP) de
AFM1, establecidos en México (0.5upg/Kg). Las medianas de AFM?t de las
muestras de leche organica y leche convencional fueron 0.5300 y 0.5050
pg/Kg, ligeramente por arriba det LMP.



ABSTRACT

In recent years the quality assurance and food safety has become a topic of
great importance to the human population. The nulritional qualities of milk and
dairy products are among the basic food par excellence, and as regards the
adjustment of specifications established based mainly on their physical and
chemical composition, as well as sensory and microbiclogical qualities. The milk
quality can be affected by lhe addition of waler and chiorides, addition of
preservatives or neutralizing, the addition of whey protein, efc. These alterations
1o occur at any stage of production. The safety of milk is the condition that
guaraniees that will not cause hamm to the consumer and may be affected by
the contamination of food and water to eat the cow or by the use of
inappropdiate materials in milk production. Milk may be contaminated aftatoxin
which are secondary metabolites produced by certain species of the genus
Aspergillus in wet conditions and high temperatures. Aflaloxin M1 (AFM1) is
excreted in the milk of animals that have eaten feed contaminated with aflatoxin
B1 (AFB1). The AFM1 is considered the most toxic action for humans. The aim
of this study was to evaluate the physical properties (acidity, and pH) and
chemical (fat, protein, lactose, total solds, solids non-fat and casen), and the
presence of foreign substances {water and aflatoxin M1) samples organic and
conventional raw milk. We analyzed 11 samples of organic raw milk and 12
samples of convenlional raw milk, from the towns of Tuxpan, Veracruz and
Tizayuca, respeclively for a year. Noted lhe effect of season on quality and
safety of milk. We used infrared speciromeiry and other analylical techniques
laboratory approved by the IDF for the analysis of physical and chemical
properlies, cryoscopy technique for the detection of added water, and high
performance liquid chromaltography for detemining resolution in both AFM1
types of raw milk. The results showed no significant differences (P> 0.05) in the
conventional milk components during lhe rainy season and dry. In the milk
produced under organic production system showed that the season had an
effect on fal percentage and total solids (P <0.01) a decrease in these values in
the rainy season, as the content of laclose In the dry season with a significant
difference of 95% (P <0.05). The means of the cryoscopic point of the sampies
analyzed organic and conventional milk (-0545 and -0553 °H, respeclively) mel
the limiis established in the Mexican Official laws for milk (FIL-IDF 108 B: 1991),
however there were six samples with values outside the lims, collected in the
rainy season, due to the possible addition of water, increasing the percentage of
acidity of milk, the presence of microorganisms. There were no significant
differences (P> 0.05), so that the season had no effect on the cryoscopic point
of milk. The 54.55% of the organic milk samples and 50% of conventional milk
samples exceeded the maximum permissible limits (LMP) for AFM1 established
in Mexico {0.5ug/Kg) Median organic milk samples was 0.5300 mg/kg and 1s at
6% above the PML, while the median of conventional milk samples was 3.5050
mg/kg and is 1% above 0.5 mg/kg.



INTRODUCCION

El aseguramiento de la calidad e inocuidad de los alimentos se ha constituido
en los Gitimos anos en una meta importante de accidn intemacional y nacional,
y resultan preocupantes tanto los peligros microbioldgicos como 10s quimicos.
Entre los peligros quimicas, la Organizacion Mundial de la Salud ha establecido
a la contaminacién de los alimentos y de las raciones para los animales con
micotoxinas, entre otros (FAQ, 2004).

La calidad e inocuidad de los alimentos es un tema que preocupa € interesa a
la poblacién humana y la sociedad demanda alimentos cada vez mas vanados,
sanos y nutritives para cubrir sus necesidades y que contribuyan a mejorar su
calidad de vida. La calidad de los alimentos que consume la poblacion se
encuentra condicionada por su origen y procedencia (Espinosa y col., 2007).
Entre los alimenios, la composicién nutrimental de la leche, despues del huevo
de gallina es la mas completa y equilbrada para el organismo humano
{Gonzalez, 2005).

En la actualidad se observan dos formas de produccian de leche, la organica y
la convencional. Los productos organicos se pueden definir como derivados de
un sistema de produccién que uliliza insumos naturales y prohibe el uso de
plaguicidas, feritizantes sintéticos, antibiéticos y transgénicos (FAQ, 1999).
Mientras que en la agricultura convencional se ulilizan métodos, técnicas e
insumos que pueden provocar contaminacion y degradacién del suelo, agua,
biodiversidad y medio ambiente, asi como el uso de productos quimicos de
sintesis industrial (NOM-037-FITO-1995).

El modelo de agricultura convencicnatl adoptade desde la década de los
cincuentas del siglo pasado, se fundamenta en un sistema de produccién de
ala eficiencia, dependiente del empleo de insumos sintéticas, donde el mangjo
de monocultivos se justifica como herramienta fundamental para lograr la
mayor eficacia del proceso productivo {Espinosa y col., 2007). En los anos
ochenta del siglo pasado, se estahlecieron algunas granjas organicas y se
inicid la venta de alimentos organicos a las cadenas cooperativas de los
supermercados, 1o cual representd un gran apoyo para los productores
agropecuarios (Vega y col,, 2006).

La agricultura organica represenia el tres porciento del area total utilizada en la
agricultura mundial (Perea, 2007), por lo tanto todavia es una pequefa rama de
actividad econdmica, pero esta adquiriendo creciente importancia en el sector
agricola de algunos paises, independientermenie de su estado de desarrollo
(FAQ, 1999). En el 2007 la produccion y las exporiaciones de alimentos
obtenidos organicamente aumentaron un 25-30 % en todo el mundo (Perea,
2007). Aunque la venta de producios organicos representa menos de! dos
porciento del mercado mundial de alimentos, estos productos han atraide la
atencion de gobiernos, productoses, operadores del mercado, consumidores y
medios de informacion (Garcia, 2001), por lo que ha llegado a representar una
parte significativa del sistema alimentario: 10% en Austria, 7.8% en Suiza y en
paises como Eslados Unides, Francia, Japon, Singapur, entre otros, se estan
registrando tasas de crecimiento anual superiores al 20% (FAQ, 1999).



Los alimentos denominados organicos lienen la caracteristica de ser mds caros
que los convencionales, se han delectado alimentos que cuestan el doble o
mas. En Europa, el sobreprecio que paga el consumidor por los productos
organicos con respecto a los mismos productos convencionales es supernior al
de ofros paises, en el caso de la leche es hasta del 42% supenor (Garcia,
2001).

Como parte de esta tendencia, México se encuentra en un proceso de
desarrollo de sistemas de produccién organica y de nuevas maneras para la
comercializacién de estos productos, debido pnincipalmente a que por lo
general alcanzan un precio 30-50% mas alto gue los productos convencionales.
por ejemplo, la leche organica tiene un precio mayor a $25.00 por litro, mientras
que el litro de leche convencional cuesta $13.00. México al inicio del milenio
ocupaba el decimogquinto fugar mundial en la produccién de alimentos
organicos (Garcia, 2011), y poco a poco Se estan integrando los pequefos
productores, mediante la participacién y promocidén de organizaciones no
gubernamentafes (Espinosa y cot., 2007). En México ia produccion organica se
comenzd a desamollar rapidamente en la década de los noventa del sigio
pasado. En el caso de la produccion de leche organica su desarrollo ha sido
lento; sin embargo en e mercado de la ciudad de México ya exislian en el 2007
cuatro marcas de leche organica (Perea, 2007).

Los datos financieros sobre las diferencias de los productos orgdnicos respecto
a los convencionales, asi como el crecimiento constante de la produccion
organica, supondrian caracteristcas de mayor aprecio. En los producios
0rganicos, como mayor contenido de nutrimentos y sustancias funcionales vy,
menor contenide de sustancias indeseables como plaguicidas, metales y
aflatoxinas, enire olros. Algunos trabajos han tratado de explicar la presencia
de éslas sustancias en los alimentos, para el caso particular de la leche,
Espinosa y col., (2007) informan, que la leche organica, es mas propensa a
contaminarse por micotoxinas derivadas de mchos que Ja leche convencional,
ya que la primera no ha sido tratada con agentes quimicos para el control de
dichos organismos. La leche puede ser conlaminada por micotoxinas, de ias
cuales las mas importantes son las aflatoxinas (Oliveira y col., 2006). Las
aflatoxinas son producidas por Aspergiffus flavus y Aspergillus parasiticus,
mohos que pertenecen a la flora de almacenamiento (Gimeno y Martins, 2003).

Existen hasta el momento, 18 tipos de aflatoxinas de las cuales las mas {oxicas
son la aflatoxina B1 (AFB1) y la aflatoxina M1 (AFM1) (Gimeno, 2000). La
AFM1, es un hepatocarcinégeno enconirade en la leche de los animales y esta
considerado como posible carcinbgeno humano de importancia para ta salud
humana (Oliveira y col., 2006).

El consumc de alimentos contaminados con aflatoxinas por animales
productores de leche representa un riesgo potencial a la salud publica,
particularmente en la poblacidn infantil, debido a la eliminacion de la AFM1 en
leche (Reyes y col., 2009). La AFBY es metabolizada a AFM1 por enzimas
enconiradas primariamente en el higado. Luego que la AFM1 es formada, es
excretada en la orina y la leche (Gimeno, 2000).



Resumiendo, 1a leche tanto convencional como organica debe proveer a la
poblacién nutrimentos de primera calidad que contribuyan a su crecimiento y
desarrollo y ademas estar libre de sustancias extranas que pongan en peligro
la salud de los consumidores, por lo que es deseable determinar la influencia
de efectos como el origen y época del afto que afectan la composicién propia
de la leche y |a presencia de susiancias ajenas como agua y aflatoxina M1.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades fisicas de la leche
(acidez y pH) y la composicion de sustancias propias (grasa, proteina, lactosa,
solidos totales, sélidos no grasos y caseina), y la presencia de suslancias
extranas {(agua y aflatoxinas} de muestras de leche cruda organica y
convencional, mediante espectrofotometria de infrairojo y otras técnicas
aprobadas por la Federacion Internacional de Lecheria (FIL), considerando dos
sistemas de produccion diferentes, uno convencional y otro de tipo organico,
asi como el efecto de |la época del afo sobre las variables fisicas y quimicas.



Capitulo 1. ANTECEDENTES

1.1 Produccion de leche

La produccidn de leche bovina es una de las ramas de la ganadena de mayor
relevancia a nivel nacienal e intemacional, ya que juega un papel fundamental
dentro de la economia del sector pimarno e industrial. La produccion de leche
se hace con la expresa intencion de proporcionar un alimento de composicién
nutrimental adecuada para la pobtaciéon humana, pero para que la leche cumpla
con lo anterior debe reunir una serie de requisitos asociados a sus
caracteristicas fisicas, a su composicidn quimica, cualidades sensoriales y
numero de microorganismos presentes (Vargas, 2001), asi como ausencia de
contaminantes toxicos comoe aflatoxinas.

En 1997 en la sede de la Crganizacion Panamericana de la Salud se llevo a
cabo una reunidn de consulta con la intencidn de establecer una Red
Interamericana de Laboratorios de Analisis de Alimenlos (RILAA), la cual
tendria la misidn de promover €l aseguramienlo de la inocuidad y calidad de los
alimentos en la regidn de América, con la intencidn de prevenir las
enfermedades que se trasmiten por los mismos, al mismo tiempo que se
protege [a salud del consumidor y se facilita el comercio, dentro del marco de
los programas nacionales integrados de proteccion de los alimentos
(COFEPRIS, 1999).

En México, de acuerdo a cifras del Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), con informacién de la SAGARPA se presenta en la tabla 1, la
produccién nacional de leche de bovine.

Tabla 1

Produccion anual de feche de bovino en México

Ano Producciéon
(en millones de litros)
2000 9 mil 311
2001 9 mil 472
2002 9 mit 658
2003 9 mil 784
2004 9 mil 864
2005 9 mil 868
2006 10 mit 58
2007 10 mil 346
2008 10 mil 589
2009 10 mil 592

Fuenie: SIAP, 2010.



1.1.1 Sistemas de produccién

En la actualidad se desarrollan diferentes sistemas de produccion lechera
dependiendo de las condiciones agroecoldgicas que se presentan en cada
sector (Jahn, 1996), como: el de doble propdsito, el familiar, el intensivo, el
semintensivo y el extensive.

Sistema de doble propasito: En este sistema predominan las razas Cebuinas y
sus cruces, y el ganado sirve tanto para la produccion de came como de leche.
El manejo del ganado se da en forma extensiva, confindndose a los animales
en corrales solo durante la noche, su alimenlacion se basa en el pastoreo y con
un minimo de complementos en alimentos concentrados. El ardefic es manual
(INEGI, 20073).

Sistema lipo familiar o de traspatio: Se limita a pequenas exlensiones de
lerreno, cuando se ubican cerca de la vivienda se denomina de traspatio. Las
razas varian desde Holstein y Suizo Americano y sus cruces, la alimentacién se
basa en el pastoreo o en el suministro de forrajes y esquilmos provenientes de
los que se producen en la misma granja ({NEGI, 20073a).

Sistema intensivo 0 confinamiento absolulo: Las caracterislicas de este sistema
son que las vacas permanecen en confinamiento absoluto desde su nacimiento
hasta la venta, que en condiciones normales se realiza a una edad aproximada
de siele anos. Requieren alimentos como forraje de buena calidad fresco ¢
conservado y alimentos concentrados en la dieta. En el confinamiento total, los
coslos de maquinaria e infraestruclura son altos, pero se conlrarresian con los
altos niveles de produccion obtenidos (FAO, 1998).

Sistema semintensivo 0 mixto- Esle sistema es altamente dependiente de la
conservacion del forraje por lo que presenta una baja estacionalidad.
Ocasionalmente, se usan praderas de riego. La estabulacion es esporadica, sin
superar los seis meses, por lo cual sus niveles de inversidn san mas bajos en
infragslructura. El manejo es con pastoreo directo en el periodo otofio-
primavera-veranc y en confinamiento en los meses de invierno. La alimentacion
se basa en praderas, y se suplementa con concentrados durante las épocas de
pastoreo y en forraje conservado (heno y ensilaje), y concentrados durante el
inviemno {FAO, 1998).

Sistema extensivo o pastoril: Se basa en la utilizacidn de especies ganaderas
de inlerés zootecnico capaces de aprovechar eficazmente los recursos
naturales mediante el pasloreo. En general estas especies ganaderas estan
adaptadas a los faclores limitantes y ecolégicos del medio en el que se
desarrollan {Bellido y col., 2001). Los niveles de produccion son mas bajos que
en los ofros sislemas, ya que la alimentacion se basa ciento por cienlo en la
pradera, con una adecuada fertibzacién y un buen manejo del pastoreo, se
pueden lograr producciones competitivas. El confinamiento es ocasional,
dependiendo del inviemo, y muchas veces $6l0 ocurre de noche (FAO, 1998).
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1.2 Produccién organica

Todo o relacionade con ja produccidn organica se identifica, tanto a nivel
nacional como internacional, como: organico, ecolégico o biolégico. E término
“organico” conceptualiza al establecimiento agropecuano ¢como un organismo
en el cual todos sus componentes interactian para crear un todo estable y
coherente. La denominacion de "ecolagico™ hace referencia al enfogue del
ecosistema, promoviendo su autosuficiencia, el uso de tecnologias de proceso
¥ la minimizacion de insumos externos. La palabra “biolégico™ se refiere a que
estos sistemas se basan fundamentalmente en la exaltacion de sus procesos
biologicos (Comeron y Salto, 2000).

Los productos orgdnicos se pueden definir como productos derivados de un
sistema de produccion que uliliza insumes naturales y prohibe el uso de
plaguicidas, fertilizantes quimicos, antibioticos y iransgénicos, es decir gque
estan kibres de residuos y contaminantes {Campos, 2004). Aungue se sabe
que, de acuerdo al Codex Alimentarius, no existe un alimento libre de residuos
y contaminantes (FAO y OMS, 2003)

La ganaderia arganica es un sistema holistico de geslidén de !a produccion que
mejora y fomenta la salud de los agroecosistemas y la salud de los animales,
asi como la calidad de los alimentos de ongen animal (Brunnet y col., 2003).

La preccupacion por los consumidores de adquirir un producto de calidad y
ademas inocuo, ha generado que la produccidn organica ya no Ssea
considerada como una moda, sing como una realidad tangible de oferta de
produclos sanos para 105 consumidores y una actividad reniable para los
productores {Comerén y Salto, 2000).

En la actualidad existen 15 agencias a nivel mundial cerificadas para
productos organicos que pueden dar su sello una vez que éste haya pasado
estriclos estandares de calidad; entre éstas: Cerlimex {México), Naturland
(Alemania), IMO Conlrol (Suiza), QAI (EU), Bioagricert (ltalia), y Demeter
(Alemania).

Entre los principales paises produclores de alimentos organicos se encuentran:
la mayoria de los integrantes de la Comunidad Europea, Austratia, Canada,
Estados Unidos, y Japén, que generan el 76% de la produccion total mundial.
En estos paises, los alimenlos orgamcos cerlificados se venden generalmente
a precios mas allos que los alimentos convencionales. Por consiguiente,
ademas de su reconocide caraclter Inocuo para el medio ambiente, la
agricultura organica ofrece oporiumidades de mercado alenladoras (Perea,
2007).

En México los estadas de Chiapas y QOaxaca son los pnncipales productores y
exportadores de productos organicos con un 43 y 27% de 1a produccién tolal,
respectivamente. La gran mayoria se dedica al cultivo del café, pero también se
producen especias, horalizas, leche, maguey, maiz, mango, manzana,
naranja, entre otros (Nufioa, 2008).



En el 2004 el proyecto Quality Low Input Food (QLIF) fue creado para ampliar y
profundizar la comprensién sobre calidad de los alimentos organicos. El QLIF
es un proyecto gue pretende apoyar la investigacién y el desarrolle en sisemas
de calidad, en la segundad alimenlana y en la eficiencia de métedos de
produccion organica (Bergamo y col., 2005). El mercado de productos lacteos
organicos se encuentra en plena expansion debido al incremento de las
innovaciones lécnicas asi como a las campafas publicitarias emprendidas,
sobre todo en naciones europeas (Vega y col.. 2006).

1.2.1 Produccion de ieche organica

La produccion de leche organica se define como un complejo ganadere que
aspira a producir leche con buena composicién nutrimental, practicando
mélodos de produccion que rechazan el uso de agroquimicos (Perea, 2007),
basada en normas especificas y precisas, cuya finalidad es lograr un sistema
optimo de produccion, sostenible desde el punto de vista social, ecoiégico y
econgmico (Vallone y col., 2006).

La produccién de leche organica se basa generalmente en vacas de razas
lecheras con un alto potencial genético, al igual que en las granjas
convencionales. Sin embargo la agricultura organica es una eslrategia ce
desarrollo que trala de cambiar algunas de las limttaciones enconlradas en ia
produccion convencional. La salud y el bienestar de los anmimales sen
componentes elementales de un sistema de produccidn organica (Espinosa y
col, 2007} y que ademas fomenta agroecosistemas oOptimos que sean
sosienibles desde el punto de visla social, ecologico y econdmico (FAO, 1999).

En México v en el mundo, no existe un marco regulalorio para la produccitn de
leche organica, asi como tampoco hay en la actualidad evidencias cientificas
que demuestren que la leche organica sea mas sana y nutritiva en
comparacién con la producida de forma convencional (Vega y col., 2004).

La leche organica, es la proveniente de vacas que pastan en forma libre en
praderas naturales en donde no se utilizan plaguicidas ni herbicidas. Las vacas
no estdn sometidas a estrés ni son tratadas con hormonas ni antibi6ticos. Este
producto no contiene conservadores, colorantes ni saborizantes artificiales
(Godinez, 2007).

1. 3 Composicion de la leche cruda de bovino

La calidad de la leche, como de cualquier otro producto o insumo se refiere at
ajuste del mismo a las especificaciones establecidas. La conforman tres
aspectos bien defimidos: composicion fisico quimica, cualidades sensoriales y
microbiclégicas lodas éslas establecidas por las normativas legales vigentes
para leche cruda (Vargas, 2001).



La leche es un liquido de compaosicién compleja y esta compuesto por: agua,
grasa, proteinas (caselna, albumina y globulina), lactosa, sales minerales,
vitaminas, entre otros (Pineda, 2007).

Agua: En todos los animales el agua es el nutimenio requerido en mayor
cantidad y la leche suministra un gran cantidad de ella {90% aproximadamente})
(Gonzalez, 2005). El agua es la fase dispersante, en la cual los glébulos grasos
y demas componentes de mayor tamano se encuentran emulsionados o
suspendidos. E! punlo de congelacion se relaciona con el contenido de la
lactosa y sales disuellas {Agudelo y Bedoya, 2005). La cantidad de agua en la
leche es reguiada por ia lactosa que se sintetiza en las células secretoras de 1a
glandula mamaria. El agua que va en la leche es transportada a la glandula
mamaria por la comente circulatoria {Gonzalez, 2005).

Grasa: La materia grasa se encuentra en emulsidn y el 98% de ella esla
constituida por tracilglicéndos (una molécula de glicesol con tres acidos
grasos). Segun la longitud de la cadena, los acidos grasos se clasifican en
acidos grasos de cadena corta (4-12 atomos de carbono), los de cadena media
(14-186 alomos de carbono) y los de cadena larga (18-22 atomos de carbono).

La leche bovina contiene desde 3% hasta un 6% de grasa {Godinez, 2007), la
concentracion de la matesia grasa de la leche y su composicidn eslan sujelas a
importantes variaciones, explicadas en gran medida, por factores alimenticios,
sanitarios y genétlicos (INTA, 2002).

La grasa es el componente mas variable entre razas, la raza que produce leche
con mayor ¢onlenido de grasa es la Jersey (Morales y Maria, 1999).

Proteinas: Las proleinas constituyen una suspension y su contenido en la
leche es de 3.5% variando desde 2.9 hasta 3.9% (Agudelo y Bedoya, 2005). El
porcentaje esta influenciado por la raza de ta vaca y en refacion ¢on la cantidad
de grasa en la leche, es decir, cuanto mayor es la canlidad de grasa, mayor es
la cantidad de proteina (Ralph, 1998).

Las proteinas se clasifican en dos grupos: caseinas (80%) y proteinas séricas
{20%). Cada proteina estd conformada por bloques de aminoacidos en
diferente orden (Gonzalez, 2005).

La caseina es la proteina mas abundante e importante, ademas de ser una
caracteristica propia de la leche por no encontrarse en olros alimentos. El valor
biclégico de la caseina en la alimentacién cbedece a su contenido en
aminoacidos indispensables que se separan de la parte acuosa {Agudelo y
Bedoya, 2005), y es relativamente constanle a los largo de Ja lactancia y entre
razas fecheras. Existe una disminucion de este porcentaje durante los primeros
dias de la lactancia debido al contenido elevado en inmunoglobulinas en el
calostro (INTA, 2002).

Las caseinas contienen fésforo y se encuentran casi siempre en forma de
micelas y precipitan a un pH de 4 6. Se conocen seis tipos de caseinas: alfa 51,
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alfa s2, beta, gamma, kappa y lambda (Galindo y col., 2006; Agudelo y Bedoya,
2005).

Dentro de las proteinas también se encuentra la albumina y la globulina. La
atbumina es |a proteina de la leche que sigue en cantidad a la caseina (0.5%} y
se desnaluraliza con facilidad at calentarla, por lo cual en la pasteurizacién se
pierde gran parte de la proteina sérica.

Las globulinas presenlan mayores flucluaciones en el lranscurso de la
lactacion, desde 9% a 16% del total de las protelnas, que es la tasa que puede
alcanzar en el calostro (Agudelo y Bedoya, 2005).

El comportamiento de los diferentes tipos de caseina en la leche al ser tratada
con c¢ajor y pH diferente y concentraciones de sal variables, proveen las
caracteristicas de los quesos, los productos de leche fermentada y las
diferentes formas de leche como la condensada, en polvo, enlre otras
{Gonzalez, 2005).

La raza Jersey y Guernsey producen leche con mayores porcenlajes de
proteina total (caseina y suerc) (Morales y Maria, 1999).

Lactosa: es un disacarido exclusivamente de la leche de los mamiferos y es
sintetizada en la ubre a partir de la glucosa sanguinea; sin embargo es el
hidralo de carbono mas labil frente a la accion microbiana (INTA, 2002).

La principal funcion biologica de Ia laclosa es la regulacion de! contentdo de
agua en la leche y asi la regulacion del contenide osmotico y por ende la
lactosa es el componente mas constante de la leche (Morales y Maria, 1939).
En la leche bovina existan pequefas concentraciones de monosacaridos
incluyendo giucosa y galactosa, oligosacaridos neutros y acidos, asl como los
hidralos tigados a 1as proteinas {Ralph, 1998).

La lactosa, |as sales minerales y otras suslancias nifrcgenadas se encuentran
disuelios en la leche (INTA, 2002).

Sales minerales: 1a leche es una fuenle excelenle de sales minerales, ya que
contiene principalmente calcio, magnesio, sodio, potasio, fosfate, manganeso,
hierro, cobalto, cobre, yoduros y fluoruros {Gedinez, 2007; Agudelo y Bedoya,
2005}, ademas de cloruro y citrato. Las concentraciones de hierro en la leche
son bajas y no alcanzan a salisfacer las necesidades del consumidor, pero su
concentracion limita el crecimiento bacterianc en la leche.

La digestibilidad del calcio y fosforo es afta, en parte debido a que se
encuentran en asociacidon con la caseina de la leche. (Gonzalez, 2005),
ademas de verse influenciado per la época del afio. En época de seca la leche
es mas pobre en cobre, que en época de lluvia (Agudelo y Bedoya, 2005).

Las sales minerales estan en una concentracion de aproximadamente 7 a 9
g/Kg (0.7%), esta fraccidn tiene una gran imperancia nutricional y tecnologica,
en particular por los apores de calcio y fosforo. Una leche sin alteraciones
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tiene un 65% de calcio, 60% de magnesio y el 50% de fésforo asociado con las
caseinas.

Vitaminas: La leche contiene una gran cantidad de componentes en muy
pequenas conceniraciones, como son las vitaminas hidrosoiubles (vitaminas de
los grupos B y C) y las vitaminas liposolubles (A, E y D) (INTA, 2002). Las
vitaminas al igual que las sales minerales se encuentran constantes y no estan
sujetos a modificaciones por manipulacién genélica ni por la alimentacion del
animal (Morales y Maria, 1999}.

El calostro contiene una riqueza vitaminica, la cual se ve influenciada por la
epoca del ano, tiempe almosférico, ambiente y por la alimentacién {(Agudelo y
Bedoya, 2005).

Enzimas: Las enzimas contenidas en la leche se aprovechan para efeclos de
inspeccion y control, ya que muchas de ellas influyen en la calidad de la leche y
en el origen de distinlas alteraciones, por que sirven como indicadoras de la
calidad microbioldgica de la leche {Agudelo y Bedoya, 2005).

1.3.1 Factores que afectan la composicion de la leche

Los factores que afectan a la composicién de la leche se pueden dividir en dos
grupos: 1) Genéticos que influyen en un 45% y 2) Nulricionales y de manejo
influyendo en 55% sobre la calidad del producto (Martinez y col., 2007).

La composicion de la leche no es estable a lo largo de la lactancia y puede
verse afeclada por factores internos y externos del animal (Agudelo y Bedoya,
2005). Aun asi, algunas de las relaciones entre los componentes son muy
estables y pueden ser utilizados para indicar si ha ocurrido alguna adulleracion
en la composicion de la leche {Gonzalez, 2005).

L a calidad fisicoquimica se ve afectada directamente por la sanidad del rebano
y por la alimentacion, sin embargo también se ve afectada por la raza. la carga
genética, el manejo, faclores ambientales, el estado fisiolégico y por los
evenluales estados patoldgicos (Morales y Maria, 1999; Vargas, 2001; Reyes y
Soltero, 2006).

La Norma Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2003 “Leche, férmula laclea y
producto lacteo combinado-Denominaciones, especificaciones fisicoquimicas,
informacion comercial y mélodos de prueba” ha establecdo las
especificaciones para la caracteristicas fisicas y quimicas de la leche cruda
(ver tabla 2).
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Tabla 2

Especificaciones de ieche entera de acuerdo a la NOM-155-SCFI-2003

CARACTERISTICA LIMITE
Acidez g/L 1.3-17
pH 6.6-68
Punlo crioscépico (*H) -0.536 a -0.560
Grasa butinica g/lL 3.0 min
Proteinas g/L 3.0 min
Laclosa 43-50
Solidos totales (ST) g/l 12 min
Sdlidos no grasos (SNG) g/l 8.3 min
Caseina g/L 2.1 min

En leche, la relacidn caseina- preteina debe ser al menos de 70% (m/m)

*min: minime

1.4 Adicién de agua en la leche

En la actualidad en ciencia de los alimentos el relo es conseguir productos de
oplima calidad que aseguren, por un lado una buena nutricidn asi como
también un producio apto para el mejor procesamienio tecnolégico (Medina y
col., 1998).

La calidad es de gran imporiancia para todas las entidades involucradas en el
manejo y lralamiento de I3 leche y de los productos lacteos {(Medina y col.,
1998). El concepto de calidad de leche cruda involucra los requisitos que ella
debe cumplir para ser aceptable a los propésitos de su utilizacion y consumo
humano y esta determinado per las propiedades tecnolégicas, higiénicas vy
sanilanias {Reyes y Soltero, 2006), asi como el contenido nutrimentlal (proteina,
grasa, lactosa y safes minerales) (Medina y col., 1998).

Los criterios que generalmente se aplican para evaluar la calidad de la leche
cruda son:

« Ausencia de sustancias extrafas (inhibidoras de Ila coagulacion,
antisépticas, conservadoras y toxicas)

= Bajo contenido de microorganismos

* Ausencia de microorganismos tecnolégicamente indeseables

= Bajo contenido de células somaticas (CCS)

= Color, olor, sabor y composicion propias de la leche (Reyes y Sollero,
2008).

Entre las adulteraciones mas frecuentes que se hacen a la leche, se pueden
mencionar: adicion de sustancias quimicas no permitidas como la adicién de
agua y cloruros, adicion de conservadores o neutralizantes; tralamientos
térmicos inadecuados que alteran la conformacion nativa de las proieinas;
adicion de suero de queseria, entre olros. Estas adulteraciones ocurren en
cualquier etapa de la produccién como €n el transporie o en el procesamiento

13



de la misma, con €l fin de aumentar los volumenes de leche para incrementar
las ganancias de produccion {Galindo y ¢ol., 2006; FCV, 2002).

El punto de congefacion del agua a resolucion normal es de ¢ °C, pero al
disolver en ella una sustancia (soluto), se obtiene una solucién cuyo punto de
cangelacion es inferior al del solvente, a la diferencia entre ambos puntos de
congelacién se le denomina descenso crnoscopico.

lLa leche por poseer numerosas sustancias en solucion, tiene un punto de
congelacion inferior ak agua; su valor se considera una constante fisiologica que
solamente varia dentro de limites muy reducidos, porque depende de la
resolucion asmotica de la secrecion laclea, la cual en condiciones narmales se
mantiene constante, por depender a su vez de la resclucion osmdética de la
sangre (FCV, 2002).

1.5 Residuos y contaminantes en leche

A nivel mundial se observa un aumenic en la preocupacion de los
consumidores por el cuidado de su safud en funcion de los alimentos que
consumen, asi como en la conservacidon del medio ambiente donde habitan.
Desde el punto de vista de la produccion de alimenlos, esto implica garantizar
la exclusién de residuos quimicas y tdxicos en los productos; la conservacion
del ambiente manteniendo la biodiversidad de los sistemas y su
sustentabilidad; y la lrazabilidad del producto en toda la cadena desde el
campo hasta la mesa (Comerdn y Salto, 2000).

La calidad y la inocuidad de ios alimentos han sido y siguen siendo el
problema mas importante para los servicios epidemiotbgicos y sanitanos, asi
como para la cerficacidon de aiimentos y normafizacidn por centros,
laboratorios e industrias de alimentos (Komarova, 2000},

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos {EPA por sus
siglas en ingles), un residuo es un producto de desecho indeseable generado
en las actividades de produccidén o consumo que causa dang a los organismos
vivos, La contaminacidn es la presencia o incorporacién al ambiente de
sustancias o elementos téxicos que son perjudiciales para los seres vivos. En
la inmensa mayoria de los casos, los alimentos no cambian su aspecto u otras
de sus caracteristicas por lo que la contaminacién no puede reconocerse a
simple vista y pasa inadvertida (Orlega y col., 2002).

La leche no esta exenta de riesgos para el consumidor ya que puede alterarse
en cada uno de los mdltiples pasos que van desde su secrecidén hasta su
consumo. Los principales riesgos son microbioldgicos y quimicos. El primero es
causado por microorganismos patégenos o micotoxinas;, mieniras gue la
contaminacidn quimica puede tener procedencias muy dislintas, ya sea por
contaminacién de los alimentos y el agua que ingiere la vaca o bien por el uso
de matenrales inadecuados durante Ja obtencidn, manipulacion, almacenaje y
transporie de la leche (Rivas y Godoy, 2005).
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1.5.1 Micotoxinas

Las micotoxinas constituyen un problema en el ambito mundial por su alta
incidencia y niveles de ocurrencia en 'os alimentos para humanos y animales
(Duarte y Villamil, 2006), por 1o que actualmente representan un tema de mayor
imponancia relacionade con (a inocuidad de los alimentos (FAO, 2004).

Las micotoxinas son metaboiitos secundanos producidos por diferentes
géneros y especies de hongos, éstos colonizan y contaminan sustratos que son
utilizados en la alimentacidén humana y animal, se estima que el 25 % de la
produccion mundial de cereales se encuentra contaminada (Duarte y Villamil,
2006).

Entre los principales hengos toxogeénices se encuentran los géneros Aspergifius
spp., Penicilfium spp. y Fusarium spp. y de las familias mas importantes de
micotoxinas se encuentran: aflatoxinas, tricotecencs, ocratoxina A, fumoenisinas
y zearalenona (Duarte y Villamil. 20086).

La leche puede estar contaminada por micotoxinas (Oliveira y col., 2006), hasta
el momento se han descubierto mas de 3500 micotoxinas con diferentes
niveles de toxicidad, de las cuales [as mas importantes sen las aflatoxinas que
son producidas por los hongos Aspergifius flavus, A. parasiticus y A. nomius
(Carvajal, 2002).

1.5.2 Aflatoxinas

Las aflatoxinas son un grupo de sustancias producidas por algunos hongos en
pequenas cantidades, como metabolitos secundarios. Actualmente se conocen
mas de 15 compuestos quimicamente similares, de elevada toxicidad y
carcinogenicidad. Las aflatoxinas fueron descubiertas en 1960 por un grupo de
investigacion britanico. Su nombre procede de la loxina del Aspergilius flavus,
el cual fue propuesto por sus descubridores en 1962 (Godinez, 2007)

Las aflatoxinas son sustancias toxicas para la salud humana y animal que
ocasionan cirrosis y dafo agudo en higado, induccion de tumor con efectos
inmunosupresivos, mutagénicos, teratogénicos y  carcinogenicos.  Las
aflatoxinas se encuentran como contaminantes nalurales de los alimentos
siendo producidas principalmente por Aspergilius flavus y A. parasiticus cuando
las condicicnes ambieniales de temperalura y humedad en campo,
almacenamiento y durante el procesamiento de los alimentos son adecuadas,
se favorece su desarrollo (Reyes y col., 2009).

Segun la Organizacidn Panamernicana de la Salud {OPS), las aflatoxinas son
contaminantes nalurales de varios alimentos: cacahuate, arroz y maiz, enlre
otros (Steyn y Stander, 1999) y pueden causar depresion del sistema
inmunologico y de desarrolio, el cancer y la muerle. Como resultado de las
regulaciones destinadas a reducir la exposicion humana, 1a contaminacion de
cultives con aflaloxinas causa pérdidas econdmicas mporantes para 10s
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productores, comercializadores y procesadores de diversos cullivos
susceptibles (Cotty y Garcia, 2007).

De los 18 tipos de affatoxinas que se conocen hasta el momentolas mas
loxicas son la AFM1 y la AFB1 (Gimeno, 2000). La Agencia internacional de
Invesligacion sobre el Cancer {IARC, por sus siglas en inglés) incluye a las
AFB1 y AFM1 como compueslos carcinogenos de grupo 1A. Aunque [a AFM1
es menos polente que AFB1, el alto consumo de leche y sus derivados
incrementa el resgo de exposicion a este toxico en la poblacion {Reyes y col,,
2009).

1.5.2.1 Aflatoxina B1

Dentro del grupo de aflatoxinas la de mayor importancia en salud publica es la
AFB1, ya que esta relacionada con el desarmrollo de carcinoma hepalocelular en
poblaciones que consumen alimentos contaminados (Duare y Villamil, 20086).
La AFB1 es una micotoxina producida por Aspergillus sp., que crece en los
granos, especialmenie en maiz, cacahuale, semillas de algodon y forrajes
{(Gimeno, 2000). Su eslructura quimica se muestra en la figura 1.

Figura 1. Estructura quimica de 'a aflatoxina B1

Fuenle: Urrego y Diaz, 2006.

La contaminacion con AFB1 puede ser elevada cuando las condiciones
ambientales son dificiles, como en casos de lluvias y sequias intensas o
infestacion de insectos. Las condiciones inadecuadas de almacenamiento
como humedad relativa mayor al 80% también pueden propiciar la
contaminacion de affatoxinas una vez recogida la cosecha. La humedad
relativa alta y la lemperatura mayor a 37°C favorecen el crecimiento de
Aspergiius flavus, su propagacion en el alimento y la produccion de AFB1 que
tlega por esta via a los animales {CCFAC, 2008)
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1.5.2.2 Aflatoxina M1

La AFM1 es un metabolito hidroxilado de la AFB1, secrelada en la leche de los
animales (Urrego y Diaz, 2006), liene una masa molecular relativa de 328 Da.
Su férmula molecular es C 47 H 17 O 7y su estruclura se muesira en |a figura 2.

o OCH3

Figura 2. Estructura quimica de ta aflatoxina M1

Fuente. Henry y col., 2002,

El ganado lechero produce leche con AFM?1 luego de comer alimentos
contaminados con AFB1. La AFB1 es metabolzada a AFM1 por enzimas
encontradas primanamente en el higado. Luego que la AFM1 es formada, es
excretada en la onna y la leche (Gimeno, 2000). La tasa de conversidn de
AFB1 en AFM? oscila entre 0.4 y 3%. pero se ha generalizado en 1% (Urrego ¥
Diaz, 20086). El porcentaje de humedad relativa y el pH de la leche son factores
que llegan a influir en ta contaminacion por AFB1 en la leche (Montano y col.,
2007). La AFM1 esta ubicada en la lista del grupo 2B IARC como posible
carcinégeno humano, siendo la AFM1 una de las mas relevanles para la salud
humana {Oliveira y col., 2006).

1.6 Fundamentos de las técnicas analiticas empleadas

1.6.1 Espectroscopia de infrarrojo (Milko-scan)

Principio

El analisis por especiroscopia infrarroja {IR) se basa en el principio de que casi
todas las sustancias organicas se comporian absorbiendo selectivamente
ciertas longitudes de onda de la region infrarroja del espectro, y ademas grupos
funcionales en una molécula son susceptibles de absorber dicha radiacion a
una longilud de onda caracteristica que estad poco afectada por el resto de la

molécula. Ei método se aplica a la determinacién de grasa, proteinas, lactosa
en leche cruda e industrializada (FIL-IDF 141A, 1990).

17



1.6.2 Crioscopia

Principio

En México se considera que el punto crioscopico de la leche fresca es de —
0.530 a —0.560°H (-0.512 a -0.541°C) con un valor promedio de —0.525°C,

debido a algunas variables como son el manejo del ganado, la estacion del ano
y el procesamienlo de la leche (NOM-F443-1983; SS, 1989).

La leche es sobreenfriada a una temperatura apropiada (varios grados por
debajo de su punto de congelacidn), para luego inducir su cristalizacién
repentina por vibracion mecanica, esto provoca que la temperatura se eleve
debido al calor de fusion desprendido, hasta alcanzar el punto de congelacion
de la muestra (FIL-IDF 108 B: 1991}

1.6.3 Cromatografia

La cromatografia es un método muy utitizado en todas las ramas de la ciencia
que permite la separacion, identificacion y determinacién de los componentes
quimicos en mezclas complejas. Ningun otro método de separacidon es tan
polenle y de aplicacion tan general como la cromatografla (Gémez y cal.,
2008).

La cromatograffa se intrcduce como método de separacidn en 1903 y su
poslerior desarrolléd y evolucion se produce hacia 1930. El bolanico ruso Miguet
Tsweit (1872-1913) en 1906, eligio el témino cromatografia procedente de las
palabras griegas khromalos {(colos) y graphos (escrito) ya que utilizd el término
cromalografia para describir la separacidn de pigmentos vegelales en distintas
zonas coloreadas, Aunque la mayor parte de las separaciones gue se realizan
actualmenie son de compueslos incoloros, el lérmino inicial cromatografia se
ha manlenido (www labquimica.wordpress.com, 2008).

Segun la Union Intemacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus
siglas en ingleés) “La cromalografia es el método, usado principalmenie para la
separacion de los compenentes de una muestra, en el cuat 05 componenles
son distribuidos entre dos fases, una de las cuales es estacionarnia, mieniras
que la otra es movil. La fase estacionana puede ser un sélido o un liquido
soportado en un solido o en un gel (matriz). La fase estacionaria puede ser
empaquetada en una columna, extendida en una capa o distribuida come una
pelicula (Noa y col., 2005).

Las separaciones cromatograficas se consiguen medianle la distribucién de los
componentes de una mezcla enire la fase fija y la fase movil. La separacion
enlre dos sustancias empieza cuando una es retenida mas fuertemente por la
fase estacionaria que la olra, que liende a desplazarse mas rapidamente en la
fase movil (www labquimica.wordpress.com, 2008).
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1.6.3.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés), se
desarrotld a mediados de los aftos setentas det siglo pasado y fue adquinendo
con rapidez varias aplicaciones gracias a la generacién de nuevas fases
estacionarias (Noa y col., 2005).

La cromatografia liquida de alta resolucién, es el método mas habitual para el
andlisis de micotoxinas, dehido a la posibilidad de separar sustancias
termolabiles, no volatiles, polares y apolares con aceptable presion entre
suslancias quimicamente similares, de manera rapida y reproducible. Los
detectores mas utilizados para la determinacion de micotoxinas son: el
ultravioleta, gue es universal pero poco selectivo ya que muchas moléculas
absorben a la misma longitud de onda que las micotoxinas; y el deteclor de
fluorescencia, que por lo contrarioc es muy seleclivo (Zinedine y col., 2007,
Soriano, 2007).
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Capitulo 2. METODOLOGIA GENERAL

2.1 Esquema general de la metodologia

La presente investigacion corresponde a un estudio prospectivo, longitudinal,
descriptivo y experimental. La parie practica de la tesis se realizé en dos
etapas: 1) Caracterizacidn fisica y quimica de las muestras de leche cruda
organica y convencional y 2) Determinacion de sustancias propids y exirafias
en leche cruda organica y convencicnal.

Figura 3. Metodologia general

2.2 Zonas de estudio

Las zonas de estudios se seleccionaron a juicio (Cochran, 1976), en funcidn del
convenio institucional que exste entre la Universidad Auténoma Metropolitana,
Unidad Xochimilco y las unigades de produccion lechera ubicadas en el
municipio de Tizayuca, Hidalgo y Tuxpan, Veracruz.

El municipio de Tizayuca, Hidalgo esta ubicado a una latitud de 19°50°14"", su
longitud oeste es de 98°59712"" y liene altitud de 2,260msnm (INEGI, 2007b).
El municipio de Tuxpan en el estado de Veracruz cuenta con clima fropical
{24.9°C), latitud norte de 21°4°36°", longitud oesie de 97°27°34", allitud de
10msnm y precipitacion anual de 1.241mm (INEGI, 2007c).
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Figura 4. Ubicacion geografica def municipio de Tizayuca, Hidalgo

Fuente: www.explorandomexico.com mx/map-galiery/0/38/

Figura 5. Ubicacién geografica del municipio de Tuxpan, Veracruz

Fuente: www, explerandomexice.com mx/map-gallery/0/45/

2.3 Toma de muestras

Se colectaron muestras mensualmente durante un afio, de leche cruda de vaca
proveniente de unidades de produccién lechera establecidas en Tuxpan,
Veracruz (organica) y Tizayuca, Hidalgo (convencional). La primera se obtiene
de un sistema de produccién orgénica que cuenta con ganado cruza de cebu
con Holstein, alimentado ¢on forraje fresco (pastoreo} y una porcién de
concentrado (0.5kg) durante el ordento; y la segunda se obtiene de un sistema
de produccion intensivo o de confinamiento absoluto con ganado Holstein con
una dieta basada en una mezcla de alfalfa, ensilado y concentrado.

El total de muestras fue de 23 {12 muestras de leche cruda convencional y 11
de leche cruda organica), con un volumen minimo por muesira de un litro con
previa homogeneizacion de los acopios originales (leche cruda), para ello se
siguieron los criterios establecidos por 1a Federacion Internacional de Lecheria
(FIL-IDF 50B: 1995 y COFOCALEC, 2006).
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2.4 Conservacion de muestras

Las muestras se conservaron durante su transporte a una temperatura de 0 a
4°C. El tiempo transcurride en llegar al laboraterio fue de menos de 24 horas
después de la toma de mueslra. Las muestras se conservaron en frascos de
cristal sin exposicién a luz solar direcla y a temperaturas fuera de los limites
establecidos por la FIL-IDF 50B: 1995 y COFOCALEC, 20086.

2.5 Analisis de caracteristicas fisicas de la leche
2.5.1 Determinacion de pH
Principto

El pH no es un valor constante, puede vanar en el curso del ciclo de la
lactacién asi como por el tipo de alimentacion del ganado lechero. B3 pH normal
de (a leche fresca es de 6.6-6.8. Valores superiores se observan en leches
mastiticas y en leches provenientes de vacas traladas con medicamentos y
otras sustancias. Los niveles inferiores indican acidificacion {(Noa y col., 2005).

Procedimienic

El valor se mide directamenle leyendo la escala del potenciémetro calibrado
con una solucidn buffer de pH conocido.

2.5.2 Determinacion de acidez
Principio

Un volumen conocido de muestra se liluld con una solucion alcalina de NaOH
de concentracion 0.1N con ayuda de un indicador (fenofftaleina) y un palron de
color, el cual indicé el punio final de la titulacion.

Procedimienio

Se tomd con una pipeta 10mL de la muesira y se colocaren en un matraz
Erlenmeyer de 100mL, se agregaron 0.5mL de fencfitaleina. Se tituld la mezcla
con una solucidn de NaQH hasta la aparicidn de un color rosa palido. Se leyé el
volumen gastado de la solucidn alcalina, con exactilud de 0.01mL.

Calculo

% de acido lacuco = Vx Nx 90/ 100

Donde:
V=mL de NaOH gaslados en la titulacién
N= normalidad de la solucion de NaOH
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2.6 Analisis de caracteristicas quimicas de la leche

2.6.1 Anélisis de grasa, proteina, lactosa, sélidos totales (ST) y sélidos no
grasos (SNG) por espectroscopia de infrarrojo

Procedimiento

Se homogeiniza la muestra de leche y se mide con el espectrofoldémetro de IR
{Milko-scan) la cantidad de luz absorbida por:

« Llos grupos carbonilo de los enlaces éster de los acilglicéridos,
aproximadamente a, 573um ({fitro A), o por los grupos CHj,
aproximadamente a, 3.48pm (filtro B}, en la determinacién de grasa.

* Los grupos amino secundanos de los enlaces peptidicos, proximamenie a
6.46um para la determinacion del contenido de proteinas.

e L0s grupos hidroxilo de la laclosa, aproximadamente a 9.61um en la
determinacion del contenido de lactosa.

l.a medida de la concenlracion de cada componente se hace refiriéndola a la
cantidad de luz absorbida, ya sea por el agua a la misma longitud de onda o
por la leche a una lengilud de cnda diferente a la gue sélo hay absorcion por el
componente que se mide.

Antes de proceder a determinar el contenido de los parémetros (grasa,
prateina, factosa, ST y SNG) de las muestras de leche estudiadas. se realizd la
calibracién automalica del equipo Milko-scan, cuyo objetivo fue establecer los
valores de ordenada de origen y pendiente {"SLOPE" y “BIAS") que guardaran
la maxima correlacion entre los resultados dados por el equipo Milko-scan y los
resultados de los mélodos de referencia comespondienies de las mismas
muestras.

Por definicién, la calibracién se refiere al ajuste de ta sefial del instrumento, de
tal manera que para cada nivel de concentracién del componente el premedio
de duplicado de un analisis dado por el instrumento se aproxima al valor
verdadero dado por el método de referencia. Las funcicnes de calibracién del
instrumento no deben cambiarse cuando el inslrumento es estable, es decir,
cuando la respuesta producida por un impulso dado, representado en este caso
por el analisis de una leche control, permanece durante un periodo de tiempo
prefijado, dentro de los limites de confianza de la reproducibilidad del
instrumento. Una buena estabilidad indica que el insirumento esta trabajando
apropiadamente y que las condiciones que pueden influir la sefal son
constanles.

Para efectuar la calibracién, e operador introduce una serie de resultados de
referencia en la memoria del Milko-scan y mide las mismas muestras con el
equipe. A continuacion, el aparato hace los calculos necesarios y presenia los
nuevos parametros de calibracion sugendoe al operador.
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2.6.2 Determinacién de caseina

Prncipio

Se basa en la determinacion de 1as proleinas totales de la leche con un aparalo
de especlroscopia infrarroja (Milko-scan). Se elimina la caseina por
coagulacion mediante aplicacion de una solucién acida, para determinar por el
mismo procedimienio las proteinas del suero. El resultado del contenido en

caseina se expresa en funcion de la diferencia enfre ambas lecturas (Pinto y
col., 1996).

Procedimiento
Esta lécnica consto de tres etapas:

1.- Determinacion de las proleinas lotales: Se determinaron las proteinas
lotales de la muestra por medio del Milko-scan, 10 que da origen a la leciura A

2.- Eliminacion de caseina por aplicacion de una solucion acida: en un vaso de
precipitados se verlieron 100mL de la muestra y se llevd a 40°C en bafno
térmico. Se anadié gola a gota y agitando una solucion acida de H;SO, 1N,
hasta alcanzar un pH de 4.6. El suero obtenido se filtré y se centrfugd a
1,200G durante cinco minutos.

3.- Determinacion de las proteinas del suero: en el suero sobrenadante de la
cenlrifugacion se determiné el contenido de las proteinas mediante el Milko-
scan y de esta manera se obliene la lectura B.

Calcutos

El contenido en caseina de la leche se calcula con la siguiente formula:

% caseina (m/m} = K {lectura A- lectura B)J

2.7 Analisis para la determinacion de sustancias extranas en leche
2.7.1 Determinacién del punto criescépico
Procedimiento

Se elimino de la muestra por filtracién todo cuerpoe extraio visible o toda
particula de materia de grasa solida. Se virtié la muestra en un tubo limpio y se
coloco en el criGscopo, se encendid el equipe gue a su vez hizo todo el examen
automaticamente, al terminar aparecié en la panlaila el resultado del punto de
congelacion y el porcentaje de agua en ja muestra.

Nota: Antes de colecar la siguiente muestra se hmpid el termistor y el agitador
con un papel limpio y suave.
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Calculos

El equipo informé en la pantalfa la lectura obtenida en °C. Para corregir los
resultados de un método de calibracién a otros se utilizan las siguientes
formulas:

&
g% <

1o

2

*C=0
H=1

9656 x
0356 x

o

a

2.7.2 Determinacion de aflatoxina M1 en leche por HPLC

La AFM1 se extrae de la leche sobre una columna de fase sélida C18 y eluida
con éter dietilico scbre otra columna de silica y eluida con diclorometano
alcohol. La AFM1 es derivatizada con &acido trifluorcacético. Para su
determinacién se emplea un detector fluorescente acoplade a un cromatografo
de liquidos de alta resolucion, empleando una columna de fase reversa (AQAC,
1995b).

Figura 6. Determinacién de aflatoxina M1 en leche por cromatografia de
liquidos de alta resolucién

Procedimiento
= Activacién de silica gel

Se colocaron 100g de silica gel en una capsula de porcelana, se activé en una
estufa durante una hora a 105°C, posteriormente se pasé a un desecador y
cuando se enfrié, se le adiciond 1mL de agua destilada, se agité y se dejod toda
la noche equilibrandose.

» Preparacién de la columna de fase sélida

Se colocd en la columna un filtro de membrana de fibra de vidric de 47mm,
posteriormente se adiciono 1g de silica gel, seguido de 1g de sulfato de sodio y
finalmente se puso en otro filtro.
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» Preparacion de ia muestra

Se midieron 25mL de la muestra (leche cruda) previamente homogeneizada y
se le adicionaron 30mL de agua destilada caliente {80°C), se mezcld
perfectamente.

» Extraccion

1.-La columna de fase soélida (C18) se colocd en una bomba de vacio. Se
acondicionaron 25mL de metanol, dejando que drenaran; posteriormente se
agregaron 25mL de agua destilada y sin dejar secar, se incorporo la muestra
de leche. El paso de la muestra se realizd a una velocidad de 2 a 3mL por
minulc. Los drenados se descartaron.

2.-La columna C18 se lavo con 30mL de agua: acetonitrilo (95:5 viv), se dejd
drenar lotalmente aumentando el vacic para remover jo mas posible la
solucion de favado.

3.-De forma independiente se aclivo 'a columna de silica gel con 7mL de éter
dietilico.

4.-Una vez seca la columna C18 se le adicionaron 750uL de acetonitrilo
dejandola reposar de 30 a 60s.

5.-Se acoplaron las columnas C18 y la de silica gel (activada), se les
agregaron 8mL de éter dielilico, a fujo lento. La fraccion del lavado se
descarlo.

6.-Se colocd bajo las columnas acopladas un tubo coleclor {limpio) y se
etuyeron las aflaloxinas con 20mL de diclorometano: metanol (95:5 viv).

7.-E} eluato obtenido se secd en un rotoevaporador, bajo presion reducida a
una temperatura de 30°C.

8:-El residuo oblenido se ftransfirid a un vial. recuperandolo con 500pL de
diclorometano Se evapord hasta sequedad bajo nitfrogeno y se guardd
tapado a una lemperatura de 0 a -20°C (cubniéndolo de la luz).

= Derivalizacion de las aflaloxinas

Al residuo seco se le adicionaron 100pL de hexano y se agitd con el vortex por
1 minuto, posteriormente se agregaron 50pL de acido Influoroacético (TFA), el
lubo se tapd y se mezcld nuevamente en el vorlex por 1 minuto y Se colocd en
bafio térmico a 40°C por 30 minutos.

Posteriormenie el preparado se evapord bajo nitrdégeno. El residuo se
resuspendid en 5004l de fase movil (metanol: acetonitrilo: agua, 2:2.6) anles
de someterlo a la cromatografia. Para derivatizar et estandar se tomaron 50pL
de la concentracion conocida del patrén, se lievd hasta sequedad bajo
nitrbgeno y se procedid de la misma forma anterdiormente descrita (AQAC,
1995a).
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+» Deteccion por cromatografia de liquidos de alta resolucidon

Se utilizd una columna C18, con deteclor de fluorescencia a 3850
excitacién y 420nm A de emision, con un flujo de TmL/min. Una vez encendido
el cromatografo de liquidos, se eliminaron todas las burbujas de aire que se
encontraron n la linea, y se dejo funcionando a un flujo de 0.5mL/min durante
diez minutos para estabilizarto.

Primero se aplicd la fase movil seguido del estandar (ver figura 7)., para
comprobar los tiempos de retencidn y ajustar la sensibilidad del equipo,
posteriormente se inyectaron 50pL del eluato al equipo (ver figura 8 y 9).
Después de cada aplicacion {a jeringa fue lavada primero con metanol (diez
veces), luego con acetona (diez veces). y finalmente con la fase mavil (diez
veces).

= Calculo e interpretacion de resullados

La identficacion de la AFM1 se logrd por comparacién de los tiempos de
retencion de las sefales ¢ picos de las muestiras problema, con los tiempos de
retencion del estandar. En las figuras 7, 8 y 9 se pueden observar los
cromatogramas del estandar de AFM1 y de las muestras con y sin presencia de
AFM1. La cuantificacion se llevd a cabo mediante la integracion del area bajo la
curva y la siguiente férmula:

Hx Cpx VL, x V
Hp x Wx VL

Concentracion de AFM1 (ngfg) =

Donde:

H: es la altura del pico de la mueslra

Hp: es la altura del pico del estandar

Cp: es la concentracion del estandar {ng/plL}
VL es el volumen inyectado del estandar
VL: es el volumen inyectado de la muestra
V: es el volumen final de la muestra (pL)

W: es el volumen de la muestra (25mL)
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Figura 7. Perfil cromatografico del estandar de la aflatoxina M1
derivatizada [1pg/iml], volumen de inyeccion 50pl

Figura 8. Perfil cromatografico de muestra de leche cruda sin presencia
de aflatoxina M1, volumen de inyeccion 50ul
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s AFM1 386

Figura 9. Perfll cromatografico de muestra de leche cruda contaminada
con aflatoxina M1, volumen de inyeccion 50pl

2.8 Analisis estadistico de los datos obtenidos

Después de obtener los datos de cada una de las caracteristicas fisicas y
quimicas propias de la leche se realizd un analisis de esladistica descripliva
Posteriormente se empled una prueba de T-Siudent, utilizando el software
SPSS version 15.0 para conocer la significancia (B 0 05) en las sustancias
propias de la leche cruda producida de forma convencional y organica, en
relacion a fa época del ano.

Con los resultados de la detemminacion del punto crioscopico y de AFMT en
muestras de leche organica y convencional, se realizd un analisis de
esladistica descripliva y prueba de T-Student (P< 0.05), para el analisis de
AFM1 también se empled medianas y percentites con gralica de caja y bigote,
utilizando e} software SPSS version 15.0 (Afifi y col., 2004).
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Capitulo 3. RESULTADOQS Y DISCUSION

3.1 Caracteristicas fisicas de la leche
3.1.1 Leche convencional

Los valores de acidez vy de pH de las muestras de leche cruda convencional se
muesiran en ja tabla 3.

Tabla 3

Caracteristicas fisicas de la leche cruda proveniente de Tizayuca, Hidalgo

Caracteristica Feb Mar Abr

Acidez (%) 17 18 18 18 19 16 16 18 19 17 19 17

pH

Muestra
1 2 3 4 5 ) 7 8 9 10 11 12
May Jun Jul DBic Ene Mar Abr May May X Ds
08 09 049 09 09 09 09 10 10 10 10 10
1.77 011

67 68 69 €66 66 67 66 67 66 67 66 66 669 010

cv

8.07
1.54

X. Media
DS: Desviacién estandar
CV: Coeficienle de vanacion

La leche cruda convencional presentd vatores de acidez gue van de 1.6% a
1.9% con una desviacién estandar (DS) de 0.11 y un coeficiente de vanacion
{CV) de 6.07%. siendo la media de esta caracteristica 1.77%, cuyo valor esta
en el limite maximo establecido por la NOM-155 de México. En las muestras
tomadas en los meses de junio 2009, marzo y mayo 2010 Se presentaron
valores por encima del maximo indicado para esta vanable (1.9%).

La acidez tuvo una media de 1.7% en época de seca y un 1.8% en época de
lluvia, sin detectar diferencia significativa. Vargas (2001), indicd que la acidez
en la leche varia de 1.6 -1.7%, y que este valor se ve atectado por el complejo
enzimatico quimico propio del contenida de la leche cruda y el lento crecimiento
microbiano, dejando al vator fuera de lo establecido por las normas, ast mismo
la acidez puede ser incrementada por el tiempo de almacenamienio en las
candiciones no adecuadas de refrigeracion.

Se cbservaran valores de pH de 6.6 hasta 6.9 con una media de 6.69, una DS
de 010 vy un CV de 1.54%. La muesira de abnl del 2009 presentd el valor
maximo (6.9). el cual no cumple con la normativa mexicana para pH en 'eche
cruda. El promedio de pH en época de seca fue de 6.71 con unrango de 6 6 a
6.9, mienlras que en época de lluvias fue de 6.6 a 6.8 con una media de 6.65,
no observandose diferencia significativa (P>0.05) en ésla variable en las dos
épocas del afio estudiadas.
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3.1.2 Leche organica

En la tabla 4 se presentan los datos obtenidos del analisis fisico (acidez y pH)
de las muestras de leche cruda organica producida en Tuxpan, Veracruz.

Tabla 4

Caracteristicas fisicas de la leche cruda organica proveniente
de Tuxpan, Veracruz

Caracteristica

Muestra

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Oct Dic Ene Mar Abr May Jun Jul Sep Nov Dic

08 08 09 09 09 09 09 09 09 09 09 X DS cv
Acidez (%) t4 16 14 19 17 135 13 1.4 16 18 20 1.6 0.23 1425
pH 68 68 69 &7 67 &7 63 68 BY 68 64 67 013 188

X: Media
BS- Desviacion estandar
CV: Coeficiente de variacidn

Los valores minimos y maximos del porcentaje de la acidez en la leche
organica fueron de 1.3% y 2.0% con una DS de 0.23 y un CV de 14.25%. La
media de ésta variable fue de 1.6%, 1a cual esta en el intervalo establecido por
la NOM-155, ademas de mostrar gran variacion durante el estudio. Los valores
de acidez durante la época de lluvia armojaron una media de 1.4%y un 1.7% en
época de seca, presentando diferencia significativa del 95% (P<0.05) en las
dos epocas del afo

En la tabla 4 se observa que la media del pH en las muestras de leche organica
fue de 6.7 permaneciendo en el limite maximo establecido por la NOM-155, con
una DS de .13 y un CV de 1.68%. Los valores minimo y maximo fueron de 6.4
y 6.9, que corresponden a ias muestras colectadas en los meses de diciembre
y enero del 2009 respectivamente. El promedio de pH en época de lluvia fue de
6.75 con un rango de 6.7 a 6.8, mientras que en época de seca fue de 6.4 a 6.9
con una media de 6.71, no observandose diferencia significativa (P>0.05) en
ésta caracteristica durante el ano de estudio.

En Pakistan se realizo un estudio de las caracteristicas fisicas y quimicas de
muestras de leche cruda de vaca. Los valores de la acidez titulable reportados
oscitaron en un rango de 0.81% y 1.84%, y los valores de pH fueron de 6.59
0 59, que difieren con lo encontrado en este trabajo (Mohammad y col., 2008).
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3.2 Composicién de la leche
3.2.1 Leche convencional

Tabla 5

Composicion de la leche cruda proveniente de Tizayuca, Hidalgo

Caracterislica
(%)

Grasa
Proteina
Lactosa
ST

SNG

Caseina (%}

Muestra
1 F4 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
Feb  Mar Abr May Jun Jul Dic Ene Mar Abr May May
0o 09 09 09 09 09 i3] 10 10 10 10 10 X

33 335 262 271 304 4.01 324 34 306 3.21 4.3 315 329
326 318 333 318 315 302 3.15 319 3.15 a 318 305 316
486 486 471 463 49 4.83 487 4 87 484 488 503 4838 485
122 1209 1136 1119 1176 1257 1196 1216 11.74 1188 132 1176 119
8.83 874 874 8.47 8.74 8.56 8.72 8.76 8.69 888 8917 8B3 870
23 233 1.71 1.76 221 199 239 2.33 2.25 23 194 229 215

DS
0.48
008
0.10
0.53
0.11
0.24

cv
14 47
259
203
442
1.32
11.06

ST Sdlkdos totales

SNG: Sdlidos no grasos

X Media

DS Desviacidn esidndar
CV Coeficiente ge varacidn

Se encontrd que el valor porcentual minimo y maximo para la variable grasa
fue de 2.62 a 4.3, los valores menores al 3% de los meses de abril y mayo del
2009 no cumplen con lo establecido en la norma mexicana (NOM-155). Las
diferencias de valores obtenidos arrojan una desviacion estandar (DS) de (.48
y un coeficiente de variacién (CV) de 14.47%, 1o cual indica que la grasa, es el
componente de la leche que mas varia a lo largo del ano.

El promedio de la grasa butirica fue de 3.29%, las varnaciones mensuales
pueden atribuirse a la modificacion de la dieta de los animales. La media de
grasa en época de seca fue de 3.18% y de 3.44% en la época de lluvia, no
presentando diferencia significativa para este componente. Los resuitados de
grasa de este estudio difieren con lo reportade por Guevara y col., (1998}
quienes realizaron un estudio para conoccer el efecto de la eépoca del afno en el
porcemtaje de grasa en leche producida por vacas Holstein en estabulacién, los
resultados arrojaron que en época de seca (abril) se produje leche con un
3.73% de grasa y en época de lluvia {julio) con un 3.99% det contenido de
grasa en la leche, lo cual indica diferencias altamente significativas (P<0.01)
para el contenido de grasa lactea.

Los vaiores minimo y maximo de proleina obtenidos de las muestras de leche
convencional fueron de 3.03% y 3.33% con una DS de 0.08 y un CV de 2.59%.
El promedio de ésta variable fue de 3.16%, cuyo valor cumple con lo
establecido en NOM-155, al igual que 1a media de la época de seca y época de
Hluvia (3.19% y 3.12%, respeclivamente).
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t.a diferencia de los valores de caseina de las muestras de leche convencional
mostraron una DS de 0.24 y un CV de 11.08%, con un promedio de 2.15%
cumpliendo de esta manera con lo indicado en la normaliva antes sefialada;
éste componente mostré una vanabilidad imporiante a lo large del afo. En la
época de Hluvia el contenido de caseina presentd valores bajos en comparacion
a la época de seca, lo cual puede deberse al cambio de alimentacion y/o al
periodo de lactacion (Martinez y col., 2007).

El valor minimo y maximo de la lactosa en las mueslras de leche convencional
analizadas en este estudio fue de 4.63% y 5.03%, con una DS de 0.10 y un CV
de 2.03%. El promedio de esta variable fue de 4.84%, lo cual esta en los limites
establecidos por la NOM-155 (ver tabla 5), de igual manera que la media de
lactosa en la época de seca (4.84%) y época de lluvia (4.85%).

La informacion obtenida en esle experimento es similar a la obtenida por
Castelan y col., (2006) quienes evaluaren la calidad de leche cruda proveniente
del cenlro de México, todas las muestras presentaron niveles mayores de
30g/L de grasa, 30g/L de proteina y un minimo de 43g/L en el contenido de
lactosa, observando en el contenido de grasa diferencias significativas (P<0.05)
entre periodos, lo que coincide con la mayor produccion de forraje en época de
lluvias.

Algunos otros aulores han reportado valores parecidos a los de este
experimento con respecto al contenido de grasa, proteina y lactosa en leche
cruda, como es el caso de Tavema y Coulon (2000) quienes estudiaron ta
leche producida por vacas Holstein en la Cuenca lechera central de Argentina
(3.48%, 3.17% y 4.57%) y Morales y Maria (19929) en Chile (3.6%, 3.2% vy
4.7%) respectivamente. A nivel nacional Pedraza (1999) reporio un 3.11
0.51% de materia grasa y 3.04 1 0.25% para proteina en leche producida en el
eslado de México.

En la tabta 5 se observa que la media del contenido de sohdos totales (11.99%)
se encuenira en el limite minimo eslablecido por la NOM-155. Los valores
arrojaron para ésta vanable una DS de 0.53 y un CV de 4.42%. De las doce
muestras de leche estudiadas, solo cinco cumplen con dicha norma vy coinciden
con los meses en l0s cuales el contenido de grasa y caseina fueron menores

En julio del 2009 (epoca de lluvia) se presentd la precipitacidn pluvial mas
elevada de! ano (114.7mm°%) (INEGI, 2007c), al igual que los porcentajes de
grasa y solidos lotales de la muestra de leche tomada en el mismo mes, lo que
puede ser atribuible a la mayor canlidad de alimento (forraie y concentrado}
ofrecido al ganado. Similares resuliados fueron observados por Bemnal vy col.,
{2007) en la evaluactin de la calidad fisicoquimica de leche producida en dos
zonas del eslado de México, observando diferencias significativas (P<0.05) en
el contenido de grasa y solidos totales por periodo de muestreo.

El contenido de sdlidos no grasos de las muestras de leche convencional
permanecid en los limites establecidos por la norma oficial mexicana sobre
especificaciones fisicoquimicas en lacleos (NOM-155-SCF1-2003).
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En la figura 10 se puede observar que las sustancias propias de la leche
convencional que mas variaron durante el ano estudiado fueron: grasa
(14.47%), caseina (11.08%) y sdlidos totales (4.42%).
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Tizayuca, Hidalgo

Segun ta época del afo, el estudio demostid que las épocas de lluvia o seca no
influyeron en Ja calidad de la leche producida de forma eslabulada (P = 0.05).

3.2.2 Leche organica

Tabla &

Composicion de la leche cruda organica provenlente de Tuxpan, Veracruz

Muestreo
1 F3 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Oct Dic  Ene Mar Abr May Jun Jul Sep Now Dic
Caracteristica 08 08 09 09 09 09 09 09 09 09 e ] X
Grasa (%) 438 454 413 548 288 282 276 337 398G 459 398 390

Proteina (%)
Lactosa (%)
ST (%)

SNG (%)
Caseina (%)

358 364 34 346 3.29 326 31 342 36 3.84 372 3.48
456 452 447 454 482 4.87 493 515 493 4.72 472 4.75
1324 1341 127 1418 1169  11.58 11.51 1264 13.2¢ 1385 1311 1283
886 BB7 857 869 B.84 B 78 875 9.27 2.26 226 3.14 G593
2.7 26 246  2.37 2.52 2.43 2.34 2.59 2.67 2.74 2.55 2.54

DS
086
0.22
021
091
025
013

cv
2215
623
4.51
7.09
2.83
5.22

3T: Sékidos tolales

SNG. Sdlides no grasos

X. Media

BS: Desviacién estandar
CV- Coeficiente de vanacién

En la tabla 6 se observa que el promedio de grasa butirica de Jas muestras de
leche arganica fue de 3.9%, cumpliendo con lo requendo en la NOM-155. Se
obtuvieron valores minimo y méaximo de 2 76% y 5.48%, con una DS de 0.86 y
una vanacion de 22,15% en los resultados. Sin embargo en los meses de abril,
mayo y junio (epoca de lluvia), presentan valares por debajo de lo sefalado en
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la noma mexicana sobre especificaciones fisicoguimicas en lacteos (NOM-
155-SCFI-2003), lo cual posiblemente se deba al cambio de alimentacién del
ganado. El cambio y tipo de alimentacion del ganado, el estado de madurez y
tamano del forraje también influye en el contenido de grasa en la leche, asi
como el estado de la lactancia, ya que al inicio el contenido de grasa y proteina
se encuentran allos, posteriormente disminuyen y aumentan gradualmente al
final de la lactancia (Morales y Maria, 1999). Este comportamiento se abservo a
lo largo del muestreo realizado para el presenie esiudio (octubre 2008 a
diciembre 20089).

Ei contenido de grasa laciea no presento diferencias significalivas en relacién a
la época del afno. Guevara y col., {1998) realizaron un estudio en el que
encontraron que la produccion y calidad de la leche analizada puede bajar y
afectarse debido a las altas lemperaturas y humedad relativa del ambiente
durante la época de lluvias.

El valor porcentual minimo y maximo para el contenido de proteina fue de 3.11
y 3.72 con una DS de 0.22 y un CV de 6.23%, la media de ésta variable fue de
3.48%, lp cual indica estar dentro del limite establecido por fa normativa
mexicana (ver labla 6). Los resultados de este estudio difieren con lo
observado por Morales y Maria (1999) quienes estudiaron los factores que
afectan a la composicion de ia leche bovina y reporlaron que si existe un efecto
de la estacion del ano sobre el contenido de grasa, donde los meses de lluvia
se caracterizan por promediar un 0.4% menos de grasa que en los meses de
seca; sin embargo los porcentajes de proteina son mayores durante la época
de seca que lo obtenido en época de lluvia, lo cual se puede relacionar
directamente por tos cambios de manejo y alimentacion; un alimento con aito
contenido de hidratos de carbono fermentables, causan un cambio de pH en el
rumen y como consecuencia una depresion en Ja digestion de fibra,
disminuyendo el sustrato disponible para la sintesis de grasa en la glandula
mamaria. Todos los faclores que afectan a la fermentacidn ruminal y el
crecimiento bacteriano afectan al contenido de proteina.

Comerdn y col., (1999) realizaron una evaluacidn de la calidad de muestras de
leche organica durante dos anos, alimentando a los animales {vacas Holstein}
con pastura y concentrado. El contenido de grasa para el primer ano {(1997) fue
de 3.53%, 3.09% de proteina, 1.5 a 1.7% en acidez y con un pH que oscild
entre 6.6 y 6.8; en el sequndo afo (1998} se observd un 3.41% de grasa,
3 13% para proteina, 1.5 a 1.7% de acidez y un valor de 6.7 para pH. Sus
resultados fueron similares a los de este estudio.

En la tabla anterior se muestran los valores del contenido de caselna de las
mueslras de leche cruda organica. Tanto el contenido de caseina de las
muestras, como la media obtenida (2.54%) para éste componente, se ubican
en el intervalo marcado por la NOM-155.

El promedio de la lactosa en las muestras de leche organica fue de 4 75% con
valores minimos y maximos de 4.47% y 5.15%. La media de la lactosa en
muestras colecladas durante la época de Huvias fue de 4.89% y 4.63% en
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época de seca, observandose una diferencia significativa del 95% (P< 0.05).El
valor porcentual minimo y maximo ohservado en el contenide de sdlidos totales
fue de 11.51 y 1418 La media fue de 12.83% cumpliendo con los
requerimientos, sin embargo en los meses de abril, mayo y junio (época de
lluvia) se observaron valores por debajo de lo establecide en la normativa
mexicana {(NOM-155}. El promedic del valor de sélidos no grasos fue de 8.93%,
lo que indicd cumplimienio con la NOM-155.

Se encontrd que las suslancias propias de la leche organica que mas variaron
durante el estudio fueron: grasa (22.15%), proteina (6.23%) y sdlidos totales
(7.09%]) {ver figura 11); debido a gue en el {ropice las condiciones ambientales
son mas vanables (temperatura y humedad relativa) y ejercen una influencia
estacional en la preduccion y composicion de Ja teche, lo gue altera la fisiologia
de los animales con repercusion sobre su productividad. Este efecto negativo
hace gque el animal busque adaptarse a estas nuevas condiciones ambientales
(Guevara y col., 1998; Martinez y col., 2007).
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Figura 11. Composicion de la leche organica proveniente de Tuxpan,
Veracruz

Los resultados arrojaron que la época del ano no tuvo efecto en el conlenido de
grasa, proteina, solidos totales, solidos no grasos y caseina, sin embargo el
porcentaje de lactosa de las muestra de leche organica expresaron diferencias
significativa del 35% (P < 0.05) entre las épocas de (luvia y seca estudiadas.

3.3 Sustancias exiranas en la leche
3.3.1 Adicion de agua en la leche
3.3.1.1 Leche convencional

En la tabla 7 se muesiran los valores del punto crioscopico durante el periodo
de muestreo de teche cruda convencional {febrero 2009 a mayo 2010).
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Tabla 7

Punto crioscépico en muestras de leche convencional producida en
Trzayuca, Hidalgo

MUESTREO PUNTO CRIOSCOPICO {*H)
1 {Feb-09) -0.550
2 (Mar-09) -0.555
3 (Abr-09) -0.545
4 (May-09) -0.533
5 (Jun-09) -0.546
6 (Jul-09} -0.541
7 (Dic-09) -0.555
8 (Ene-10) -0.548
9 {Mar-10) -0.538
10 (Abr-10) -0.542
11 (May-10) -0.541
12 (May-10) -0.543
MEDIA -0.545
D.s 0.01
C.V 1.20

Los valores del punto cricscopico {P.C) estan dados en grados Horvet {°H)

Se observd que la media del punto cricscopico (-0.545°H) esta dentro de lo
establecido por la NOM-155, y solo el 8.33% de las muesiras estuvieron fuera
del limite. En la muestra de mayo del 2009 la leche convencional presentd un
punto crioscopico de -0.533°H. debido a una posible adicion de agua,
relacionada con una disminucidon en el contenide de grasa, caseina y solidos
tolales, probablemente producto de una dilucion de la leche con agua. La
diferencia de estos valores mostrd una 0OS de 0.01 y un CV de 1.20%. lo que
indica que el punlo crioscopice de las muestras de leche cruda convencional
fue estable durante ambas épocas del afno {ver {abla 7).

MUESTRA (MESES)

Figura 12, Punto crioscdpico en muestras de leche cruda convencional de
Tizayuca, Hidalgo
°H= grados Horvet
Epoca de lluvia (mayo a octubre)
Epoca seca (roviembra a abril)
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El punto crioscopico de Jas muestras de leche cruda convencional no se vio
afectado por las épocas del ano (lluvia y seca). Los datos de este estudio
difieren a lo estudiado en el 2007 por Bemnal y col., guienes en dos regiones def
estado de México encontraron que de 360 muestras analizada, el 6.4%
presentaron adicién de agua durante la época de seca, ya que en esa época la
condicidn corporal de los animales es mala debido a fa limitacion del alimento
en comparacion a la época de lluvia, por lo que el volumen de leche disminuye
y propicia malas préacticas de produccién, como el adicionade de agua.

3.3.1.2 Leche organica

En la siguienle tabla se muestran los valores del punto crioscapico de ias
muestras de leche grganica.

Tabila 8
Punto crioscopico en muestras de leche organica producida en Tuxpan,
Veracruz
MUESTREO PUNTO CRIOSCOPICO {°H)
1 {Oc1-08) -0.543
2 (Dic-08) -0.539
3 (Ene-09) -0.555
4 (Mar-09) -0.559
5 {Abr-09) -0.533
6 (May-09) -0.533
7 (Jun-09) -0.533
8 (Jul-09) -0.541
9 (Sep-09) -0 547
10 {(Nov-09) -0.553
11 (Dic-09) -0.567
MEDIA -0.546
D.S 0.01
C.V 2.1

Los valores del punto crioscopico (P.C) estan dadas en grados Horlvet (°H)

Con base en la tabla 8, se pudo observar que el 36.36% de las muestras estan
fuera de! limite con referencia a lo establecido en la NOM-155 (-0.536 a -
0.560); sin embargo la media (-0.546°H) de esla variable permanecen en los
limites estipulados por la legislacién. Asi mismo se puede observar que 'a DS
obtenida en las muestras de leche cruda organica fue de 0.01 y el CV fue de
2. 11%.
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Figura 13. Punto crioscopico en muestras de leche cruda organica de
Tuxpan, Veracruz

°H= grados Horvet
Epoca de Hluvia {mayo a octubre)
Epoca seca (noviembre a abrl)

Las muestras analizadas de leche organica presentaron en los meses de abril,
mayo y junio valores del punto crioscopico ligeramente por encima de los
establecido por la legislacion, mienlras que la muestra de leche de diciembre
presentd el valor mas bajo {-0.567), el cual tiene relacién con el porcentaje de
acidez y con el valor de pH de la misma muestra, debido posiblemente a la
presencia de microorganismos en la leche. Guevara y col., (1998) informan que
el punto crioscépico puede verse afectado por la acidificacion de la leche, en
Cuyo caso el punto crioscopico disminuye.

Es importante mencionar gue el punto crioscopico es afectado por las
exigencias del mercado y por las condiciones de las diferentes épocas del afio
(Bemal y col., 2007), sin embargo en el presente estudio dicha variable no
presento diferencias significativas entre épocas de lluvia y seca.

3.3.2 Aflatoxina M1

En la tabla 9 se puede observar que el 54.55% de las muesiras de leche
organica y el 50% de las muestras de leche convencional sobrepasan los
limites maximos pemmisibles (LMP) para aflatoxina M1 establecidos en México
(0.5pg/Kg) (FAOQ, 2004).

Tabla 9

Frecuencia de ocurrencia de AFM1 en leche cruda organica y
convencional por intervalo de concentracion
{LMP= 0.5 pg/Kg)

Tipo de leche 0-05 051-07 071-1 > 1ug/Kg Mediana pg/Kg
Organica {n=11} 5 1 1 4 0.5300
Convencional (n=12) 6 i 2 3 0.5069

Tolat de muestras: 23
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Tabla 10

Frecuencia de ocurrencia de AFM1 en muestras de leche cruda organica
y convencional en relacion a la época del aho (LMP= 0.5 ug/Kg}

Epoca del ano 0-05 0.51-07 071-1 > 1ug/Kg
Lluvia 5 1 1 3
seca 6 1 2 4

Total de mueslras: 23
Lluvia (maye-oclubre)
Seca (noviembre- abnl)

Se observd (ver tabla 10) gue en la epoca de lluvia (mayo a octubre) el 21.73%
de las muestras de leche convencional y organica se enconlraron por debajo
del LMP para aflatoxina M1 y el 26.08% en época seca, sin embarge el 21.73%
de las muestras de leche convencional y organica excedieron el contenido de
AFM1 en época de lluvia y el 30.43% en época seca, segun lo dispuesto en la
NOM-184-SSA1-2002.

Con ei analisis de medianas y percentiles se observé que la mediana de las
muestras de leche organica fue de 0.5300 pg/Kg y esla al 6% por arriba del
LMP establecido en México, mientras que Ja mediana ge las muestras de leche
convencional fue 0.5069 pg/Kg y estd al 1.38% por amiba de 0.5 pg/Kg (ver
figura 14).

Ciganica Convencional

Figura 14. Medianas y percentiles para el contenido de AFM1 en muestras
de leche cruda orgénica y convencional
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3.3.2.1 Leche convencional

En e mes de diciembre (2003) y mayo (2010) no se detecio contenido de
AFM1 en las muestras de leche, sin embargo el 66.66% de las muestras
rebasd el LMP por la Comunidad Europea (UE), establecido en et 2003 por
Official Journal of the European Union {0.05 pg/Kg); v el 50% el LMP en México

(0.5 pg/Ka).
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Figura 15. Contenido de aflatoxina ﬁ1 en leche cruda convencicnal de
Tizayuca, Hidalgo

En Ia figura anterior se observan niveles altos de contenido de AFM1 en las
muestras lomadas en la época de liuvia, lo cual refleja que la época del afo
puede influir en la inocuidad de |a leche cruda producida de forma estabulada.

A parir de 1996 en paises como Francia, italta, Alemania. Holanda y Portugal
se reportaron niveles de contaminacibn con AFM1 para leche fluida comercial
de 0.001 y 0.060 pg/Kg (CAST, 2003).

En México lfos primeros estudios sobre la presencia de AFM1 en leche fluida
fueron realizados por Esqueda y col., (1995), Carvajal ¥ col., (2003), y Cérdova
y col., (2005). En el 2007, Pérez realizd un estudio con mueslras de leche
cruda y pasteunzada, enconfrande que el 50 y el 60% de las mueslras
respectivamente, estaban por encima de lo establecido por la normativa
europea (0.05 pg/Kg); obteniendo una mediana para leche cruda de 16.21
ug/Kg y una mediana de 16.1 pg/Kg para leche pasteurizada.

Los resultados del presente estudic fueron diferentes a los registrados por
Reyes y col., (2009), quienes evaluaron 40 muestras de leche cruda
provenientes del estado de Jalisco. La AFM1 se presentd en el 80 % de las
muestras de leche analizadas, en niveles de 0.006 a 0.065 pg/Kg (media =
0.023 £ 0.016 pg/Kg). Ninguna de las muestras sobrepasé el nivel permitido por
la regulacién (0.5 pg/kg}, mientras gue los resultados de ésta invesligacion son
similares a los determinados por Pérez, 2007.
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Las concentraciones de AFM1 registradas en el presente trabajo difieren
también con los resultados obtenidos en Portugal (2000} en donde se
analizaron 101 muestras de leche fluida, la incidencia de contaminacidn fue del
80.6% para la leche cruda con intervalos de 0.005 a 0.05 pg/Kg y el 14.28% de
la teche UHT presentaron valores menores a 0.005 pg/Kg (Martins y Martins,
2000). También difieren de lo reportado para Italia en 2001 donde se analizaron
161 muesiras de leche fluida;, el 78% de las muesitras presentaron
contaminacién con AFM1 entre 0.001 y 0.0235 pg/Kg con una media de 0.0063
Hg/Kg (Galvano y coi., 2001).

Cabe mencionar que la produccion agricola se ve afectada en mas de un 25%
con la presencia de algun tipo de micotoxinas, por o tanio es de esperarse que
se encuentren niveles violatorios del Limite Maximo Permisible de AFM1 en
jeche para consumo humano (Escobar y col., 20035).

3.3.2.2 Leche organica

En las muestras de leche organica de los meses de diciembre 2008 y enero
2009 (época seca) ademas de junio y julio 2009 (época de lluvia) no se detectd
AFM1. En oclubre del 2008 (época de !uvia) se presentd el dato mas alto de
contenido de AFM1 (7.86pg/kg) {ver figura 16).
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Figura 16. Contenido de aflatoxina M1 en leche cruda organica de Tuxpan,
Veracruz

El 63.63% de las muestras de leche organica presentaron niveles de AFM1 por
amba de los firmites establecidos por la Unmidn Europea y un 45.45%
presentaron niveles supernores al vator establecido por ta NOM-184-SSA1-2002

{0.5pg/kg).

En el 2007, Pérez determind la presencia de AFM1 en leche ultrapasteurizada
organica que se comercializaba en la Ciudad de México y encontrd que el 20%
de las muestras presentaron AFM1 con valores superiores al LMP establecido
por la Union Europea (0.05ug/Kg), lo cual es similar en lo observado en las
muestras de leche cruda organica de esta investigacién.
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México carece de estudios scbre la situacion actual referente a la presencia de
AFM1 en leche organica comercializada en el pais; sin embargo se han
realizado trabajos a nivel internacional sobre el efecto de la época del afc en la
presencia de AFM1 en leche. Montano y col., (2007} analizaron 20 muestras de
leche de cinco diferentes comunidades del Municipic de Achacachi, Bolivia, en
dos épocas: lluvia (abril, mayo} y seca (agosto, septiembre). De las 20
muestras, 5 resultaron positivas con niveles de conceniracién per encima del
LMP 0.05 pg/Kg, 4 de ellas en época de lluvia (0.18, 0.12, 0.089, 0.077 pg/Kg
respectivamente) y en época seca, solo una muestra presenté AFM1 (0.05
Hg/Kg).

En Corea dei Sur donde rigen valores de LMP mads esfriclog para AFM1, se
encontré que de un total de 100 muestras, el 48% presentd AFM1 en niveles de
0.002-0.08 pgfKg con valor medio de 0.026pg/Kg. El 60% de las muestras
contaminadas contienen niveles de AFM1 por debajo del limite de la norma
coreana {0.02 pg/Kg) (Eun-Lee y col., 2009).

La presencia de aflatoxina M1 en 120 muestras de leche cruda de vacas
provenientes de Pakistan, presentaron un 52.5% de contaminacion y el valor
medio de las muestras fue de 0.044 pg/Kg (Hussain y col., 2008}

Los resultados del presente estudio son similares a 10s reporiados en Kenya,
de 613 mueslras, el 77% de la leche resultd positivo; el 23% de las muestras
positivas superaron el LMP por la OMS/FAQ de 0.05 pg/Kg (Kang y Lang,
2009).

3.4 Conclusiones

En la composician de sustancias propias de la leche cruda tipo convencional
{Tizayuca, Hidalgo), no se observaron diferencias significativas (P>0.05) en los
componentes de la leche obtenida en época de lluvia y seca, esto se debe a
que fa alimentacion en la produccion eslabulada es controlada durante lodo el
ano.

En la produccidon organica y la composicion fisica y quimica de la leche
dependen de la alimentacion (forraje), la cual esta bajo influencia de las
condiciones ambieniales {humedad reiativa y temperatura). En este estudio se
observd que la época del ano afectd al porcenlaje de acidez y al contenido de
lactosa (P<0.05) de la leche organica, presentando una disminucién de lactosa
en la época de seca.

Las medias del punto crioscépico de las muestras de leche convencional y
organica analizadas (-0.545 y -0.546°H respeciivamente) permanecieron en los
limites establecidos por la norma oficial mexicana para leche, sin embargo se
observaron cinco muestras con valores fuera de eslos limites. En la muestra de
leche organica colectada en el mes de diciembre se observd que el valor del
punto criescopico (-0.567°H) tuvo comelacidon negativa con el porcentaje de
acdez y pH de la muestra, debido probablemente a la presencia de

43



microorganismos. La muestra de leche convencional {(mayo del 2009) y las
muestras de leche organica (abril, mayo y junio) presentaron valores del punto
crioscopico de -0.533°H, debido a una posible adicién de agua. A pesar de gue
no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) es evidente que existe
una variacion del punto crioscopico en la leche cruda de ambos tipos, durante
el ano de estudio.

El 47.83% del total de las muestras de leche cruda {orgénica y convencional)
presentaron niveles de AFM1 supenores al valor establecido por NOM-184-
S5A1-2002, debido a que las fuctuaciones en el clima tianen efecto a favor de
la centaminacién flngica de los afimentos, afectando el contenido de AFM1 en
leche cruda oblenida en época de lluvia.

Capituio 4. Recomendaciones

Con base en resultados oblenidos es imporanle para los ganaderos verificar la
composicion fisica y quimica de la leche cruda, para conocer si el producto
cumple con las especificaciones desciitas en las normas mexicanas, asi como
la posible adulleracién de la leche por agua que alectan su calidad e inocuidad
con la que llegan a los consumidores.

El consumo de alimenios contaminados con aflaloxinas por animales
productores de leche representa un riesgo polencial a la salud publica y animal,
por lo que se debe considerar los lactores que favorecen el crecimiento de
mohos como A. flavus y olros que producen micotoxinas como la AFB1. Asi
mismo es importante comprender el impacto que tene el clima sobre la
inocuidad de la leche, permitiendo el desamollo de procedimientos de gestion,
para un mejor monitoreo y ajuste de las praclicas de produccion lechera tanto
arganica como convencional, en la prevision del cambio climatico global.

Dada la poca informacion que existe en Meéxico sobre la calidad e inocuidad
(AFM1) de la leche organica, es imporanie continuar realizando estudios
considerando diferentes sistemas de produccién animal, épocas del afo y
dreas geograficas para evaluar los niveles de conlaminacion en una regidn mas
amplia de México.
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ANEXO 1

Material, equipos y reactivos utilizados para el andlisis de caracieristicas
fisicas y quimicas de la leche {organica y convencional)

Material

+ Bureta graduada en 1/10mL

» Envases de plastico con tapa de 50mL

« Frascos ambar de capacidad de 1L

* Frascos de vidrio de capacidad de 1L con tapa
* Malla de acero

« Matraz Erflenmeyer de capacidad de 100mL

» Pipetasde 10y 0,5mL

« TermoOmetro de 100 °C

¢ Vaso de precipitados de 100mL

= Vasos de precipitados de 200mL

Equipos

+ Bano de agua Funke Gerber, modelo WB336

+ Espectrofotdmetro de infrarrojo "Milko-Scan 133B" Foss Electric
* Impresora EPSON, modelo LX-300

» Potenciometro calibrado

Reactivos

» Agua destilada

e Acido sufforico (H.504) TN

» Solucién buffer para pH

* Solucion de hidroxido de sodio 0,1N

¢ Solucién de fucsina al 0,0005% (m/v) en elanol al 70% (viv}

» Solucidn neutra de fenolftaleina at 2% {m#iv) en etanal al 70% (viv)
*»  Solucion de Stella

e Trtonal 0.1%
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ANEXO 2

Material, equipos y reactivos utilizados para la evaluacion de la
adulteracién de leche con agua, como sustancia extrana

Material

»  Filtros Whatman # 4

» Pipetas volumétricas de 2mL

= Tubos para cridscopo limpios y secos
Equipo

»  Cridscopo de termistancia Advanced Instruments, modelo 4D3
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ANEXO 3

Material, equipos y reaclivos utilizados para el analisis de AFM1 en leche
(organica y convencional)

Material

» (Capsula de porcetana

»  Columna de fase solida C18

» Columnas para silica

= Desecador

» Filtros de membrana de acelato de celulosa
» Filtros de membranas para solventes

» Jeringa para HPLC 100pL

» Matraces aforadoes de 500 y 1000mL

« Malraces conicos para roloevaporador de 25 o 50mL
* Micropipetas aulomalicas

* Probelas graduadas 5,100,250 y 1000mL
+ Termémetro

» Tubos de ensayo

* Tubos para camara de vacic

Equipos

+ Balanza analitica Sartorius, modelo TE2101 (d=0.1g}

« Bafo 1écnico Poly Science

« Bano ultrasénice Cavitalor

= Bomba de vacic Edwards, codige A462260¢00

+ Camara de extraccién de fase solida

» Campana de exlraccion

» Congelador vertical marca Nieto, modelo CVC15 (temperatura de -20
°C)

+ Cromatdgrafo de liquidos de alta reselucion Merck Hitachi, modelo L-
62004

» Detector de fluorescencia LaChrom Merck Hitachi, modelo L-7480

» Estufa Felisa

s Impresora HP

» Programa TOTALCHROM version 6.2.1

+ Recirculador de agua Polystal Cole Parmer

+» Rotoevaporador Bichi, modelo R-114

« Vortex

56



Reactivos

Acetoniinlo

Acido trifluoroacetico
Agua destilada
Diclorometano

Estandar aflatoxina M1
Eter dietilico

Hexano

Metanol

Nitrégeno (gas}

Silica gel 60 de 230-400mesh {0.040-0.063rmm)
Sulfato de sodio anhidrido
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La vida es similar a un bosque,
ambos son belios, a veces 0scuros, misteriosos y profundos,
caminar por ellos es una gran fravesia
e indagar pudiese provocar temor
pero me quedan promesas que cumplir
v millas por delante antes de dormir
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