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RESUMEN
En la actualidad existe una gran preocupacion de los organismos de salud a nivel
mundial por los temas de toxicologia alimentaria y la contaminacion que tiene los
alimentos por metabolitos téxicos como la aflatoxina AFM1 lo cual constituye un
riesgo latente de diferentes afecciones en la salud como inmunosupresores de
procesos de sintesis interrumpiendo la formacion de ADN y ARN causando
implacables efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos ademas lesiones
hepaticas en los animales, y cancerigeno grupo 1 para el hombre, siendo un
problema alarmante que requiere ser analizado desde el aspecto nutricional,

toxicoldgico, socioeconémico, ambiental, cientifico y de control.

Este estudio se realizd con el objetivo de determinar cuantitativamente el contenido
de Aflatoxina AFM: en tres tipos de leche cruda, pasteurizada y ultra pasteurizada
consumidas en la ciudad de Cuenca, mediante la Técnica de ELISA y comparar los
resultados obtenidos con los parametros maximos referidos internacionalmente por
la FDA( Food and Drug Administration de los Estados Unidos de Ameérica), la
FAO(Food and Agriculture Organization) y la normativa nacional vigente INEN
(Instituto Ecuatoriano de Normalizacion). De las muestras analizadas ninguna
sobrepaso el limite de deteccion de la técnica (125 ppt o 0,125 ppb), el cual esté por
debajo de los limites maximos establecidos tanto por la normativa nacional INEN 9-
10 vigente y los parametros establecidos por la FAO y FDA (0,5ppb). Por lo tanto, la
concentracion de aflatoxina AFM:1 en las leches analizadas por la técnica de ELISA
no contiene niveles que constituya algin riesgo de salud para la poblacion

consumidora.

PALABRAS CLAVES: Aflatoxina, micotoxina, mutagénesis, teratogénesis,

carcinogenesis
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ABSTRACT

At present there is great concern of health agencies worldwide for food toxicology
issues and pollution that has food by toxic metabolites such as aflatoxin AFM1 which
is a latent risk in different health conditions such as immunosuppressive synthesis
processes interrupting the formation of DNA and RNA causing relentless mutagenic,
teratogenic and carcinogenic further liver damage in animals, and group 1
carcinogen to humans , with an alarming problem that needs to be analyzed from the

nutritional , toxicological , socioeconomic , environmental, scientific and control.

This study was conducted in order to determine quantitatively the content of aflatoxin
AFML1 in three types of raw milk, pasteurized and ultra pasteurized consumed in the
city of Cuenca, by ELISA technique and compare the results obtained with the
maximum parameters referred internationally FDA (Food and Drug Administration of
the United States of America) , FAO (Food and Agriculture Organization ) and current
national regulations INEN ( Ecuadorian Standardization Institute ) . Of the samples
tested any exceeded the detection limit of the technique ( 125 ppt or 0.125 ppb ) ,
which is below the maximum limits established by national law both INEN 9-10 force
and the parameters set by FAO and FDA (0.5 ppb). Therefore, the concentration of
aflatoxin AFM1 in milk analyzed by ELISA does not contain levels constituting a
health risk to the consumer population .

KEY WORDS: aflatoxin , mycotoxin, mutagenicity, teratogenicity , carcinogenicity
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INTRODUCCION

Las micotoxinas son sustancias toxicas producidas en el metabolismo secundario de
los hongos, que aparecen como contaminantes naturales en los alimentos cuando
las condiciones climéticas son propicias y se las asocian con el desarrollo de
multiples patologias cancerigenas, mutagénicas y teratogenicas tanto en el hombre
como en los animales. La contaminacion de alimentos por esta aflatoxina es
continuamente controlada a nivel mundial por organismos como la FDA, FAO. Sin
embargo no se han reportado estudios de AFMz en leche en el Ecuador.

Las técnicas analiticas mas empleadas en el andlisis de micotoxinas son los
métodos enzimaticos ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay); cuyos
resultados positivos deben confirmarse mediante analisis por cromatografia liquida
de alta resolucion HPLC( High Performance Liquid Chromatography), por sus siglas
en inglés ya que el ELISA utiliza anticuerpos policlonales que pueden dar falsos-

positivos.

En el presente trabajo se investigo la presencia de aflatoxinas AFM1 en leche por el
riesgo toxicoldgico que representa su presencia en leche cruda, pasteurizada y
ultra pasteurizada, alimentos de consumo masivo, con la finalidad de comparar las
concentraciones con los valores establecidos por el INEN y conocer si este es un
alimento seguro para su consumo, y aportar informacion para el desarrollo de la
Toxicologia en nuestro medio sobre todo en temas nutricionales y de salud integral
permitiendo ademas evaluar de manera indirecta la calidad de los alimentos que
ingiere el ganado vacuno ademas se podra determinar indicadores de riesgo
toxicoldgico en las distintas calidades de leche consumida para asi concienciar a la
poblacién sobre los riesgos oncolégicos que determina el consumo de leche
contaminada con aflatoxina M1 e impulsar criterios de prevencion ambiental a nivel

de haciendas ganaderas y alimentarias a nivel de la poblacion.

El estudio realizado es una investigacion experimental en la que se aplica el
meétodo cientifico descriptivo analitico, de acuerdo a su direccionalidad es un
disefio cuantitativo, observacional, descriptivo, analitico. La presente investigacion
serd netamente experimental y se utilizara el método inductivo, se aplicara la

técnica cuantitativa de ELISA competitiva. Se consider6 como variable continua
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independiente la concentracién en pg/kg y su equivalente en p.p.b. de aflatoxina
AFM: en leche cruda, pasteurizada y ultrapasteurizada, como variable dependiente
la presencia del metabolito toxico AFMi en leche cruda, pasteurizada y
ultrapasteurizada y finalmente como variable discreta interviniente tres tipos de

leche (cruda, pasteurizada y ultrapasteurizada).
Para la investigacion se planteé la siguiente hipotesis:

* Se encontrara diferencias en la concentracion de aflatoxinas FM1 en la leche
cruda, pasterurizada y ultrapasteurizada analizadas por técnica de ELISA. Los
valores de concentracion de AFMi en cada tipo de leche superan
significativamente los valores normativos INEN, FDA y FAO, lo que supone un
riesgo para la salud de los consumidores de estos productos en la localidad del

estudio.

Los objetivos propuestos fueron:

« Determinar cuantitativamente el contenido de AFM1 en tres tipos de leche cruda,
pasteurizada, ultra pasteurizada consumidas en la ciudad de Cuenca, mediante
la técnica de ELISA competitiva y comparar los resultados obtenidos con los
parametros maximos referidos por la F.D.A (Food and Drug Administration de los
Estados Unidos de América), por la U.E (Uni6n Europea) y la FAO (Food and
Agriculture Organization) asi como también serdn comparados con las normas
nacionales INEN que establecen parametros para leche cruda y pasteurizada
pero no para leche ultra pasteurizada.

» [Establecer un protocolo de muestreo de leche cruda, y de marcas de leche
pasteurizada y ultra pasteurizada consumidas en la ciudad de Cuenca.

» Cuantificar aflatoxina AFM1 en las distintas muestras de leche.

» Establecer los valores de micotoxinas en nuestro medio en base a los valores
encontrados de concentracion de aflatoxina AFMz1 en leche cruda, pasteurizada y
ultrapasteurizada.

DRA. MARIA FERNANDA UGUNA ROSAS /2013 16
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Concluida la investigacion respecto a la primera parte de la hipétesis no es posible
comparar las concentraciones pues la sensibilidad de la técnica no permitié la
determinacién de la concentracion de aflatoxinas sino que se estima que los valores

estan por debajo del limite de sensibilidad de la misma

Con respecto a la segunda parte de la hip6tesis ni  se rechaza ni se acepta tan solo
se la puede estimar ya que ninguna de las leches analizadas reportan
concentraciones de aflatoxina que superen la normativa nacional INEN e
internacionales FAO Y FDA con las que se les compara, encontrando en todas las
muestras analizadas valores (< 0,125ppb) lo cual esta por debajo de la normativa
INEN NTE 9-10 (0,5 ug/L), e internacionales FAO (0,5ug/L) y FDA 0,5 p.p.b. de
aflatoxina Mz, siendo la leche de buena calidad y segura para el consumo como

complemento nutricional.
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1. MICOTOXINAS

1.1. GENERALIDADES

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

Segun Camean las micotoxinas son metabolitos fungicos secundarios producidos
por algunas cepas de hongos, solo unas pocas especies de hongos especialmente
del género  Aspergillus, Penicillium y Fusarium son capaces de sintetizar
micotoxinas e incluso dentro de una misma especie de hongo solo ciertas cepas
tienen esta capacidad, el hongo se desarrolla a rangos d temperatura entre 40°C y
45°C, mientras que la toxina puede ser producida desde 11°C hasta 35°C, siendo las
condiciones 6ptimas de produccién 22°Cy 80 - 90% de humedad relativa.

Flores(2006) sefala que las micotoxinas son moléculas relativamente pequefias de
bajo peso molecular con una estructura quimica policeténica que tienen lugar
cuando en determinadas condiciones fisicas, quimicas y biolégicas se interrumpe la
reduccion de los grupos cetonicos en la biosintesis de los acidos grasos realizada
por los hongos y una actividad biolégica muy diversa. Aunque suelen ser
genotipicamente especificas para un grupo de especies, el mismo compuesto puede
también ser elaborado por hongos pertenecientes a géneros distintos. Estos acidos
grasos son metabolitos primarios utilizados por los hongos como fuente de energia.
Las micotoxinas se suelen formar al final de la fase exponencial o al principio de la

fase estacionaria del crecimiento de los hongos toxicogénicos.

Las micotoxinas poseen un efecto toxico inmediato pero ademas actian como
inmunosupresores, mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos; el principal érgano
diana de los efectos téxicos y carcinogénicos es el higado, representan un peligro
latente tanto para la salud humana como animal. Se pueden encontrar de modo

natural en un gran nimero de productos agricolas, utilizados como materias primas
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para la preparacion de alimentos balanceados para animales o0 como contaminantes
o residuos toéxicos de los productos de las explotaciones zootécnicas (leche, huevos
carnes). La contaminacion del producto puede ocurrir en cualquier punto de la
cadena alimenticia, desde la cosecha, pasando por la recoleccion, almacenaje,

transporte, elaboracion y conservacion (Peraica, 2000).

Se conocen actualmente entre 300 y 400 clases de micotoxinas, aquellas que son
MAas importantes por su ocurrencia y toxicidad son: Aflatoxinas (AF), Ocratoxina A
(OTA), Citrinina (CIT), Deoxinivalenol (DON), Zearalenona (ZEA), Toxina T2 (T2).

1.1.1. AFLATOXINAS:
Segun Camean, las aflatoxinas son un grupo de toxinas naturales producidas por

hongos como el Aspergillus flavus. Cuando las vacas ingieren la aflatoxina AFB1
gue se encuentran en piensos 0 balanceados contaminados luego de un periodo
de tiempo de treinta dias se metaboliza principalmente a la aflatoxina M1 (AFM1) y

se excreta en la leche.

Las Aflatoxinas AFM1 son metabolitos termoresistentes por lo que no son destruidas
por la esterilizacion, demostrandose experimentalmente su hepatotoxicidad,
mutagenicidad y poder cancerigeno (FAO / OMS 1999). Estas fuentes de
contaminacion pueden contener sustancias altamente toxicas para la especie bovina
deteriorando su funcidon homeostatica, afectando sus 6rganos blancos como higado
y riion y causando la muerte del animal. En la especie humana cuando son
ingeridas a través de los productos alimenticios contaminados los efectos toxicos
son también importantes porque generan cancer, hepatotoxicidad y mutagénesis,
siendo mayor el riesgo para nifios y jovenes por el consumo importante de leche en

esta etapa de desarrollo( Camean, 2008).

Las AFM1 son inmunosupresoras que inhiben la fagocitosis y la sintesis proteica
interrumpiendo la formacion del ADN, ARN y proteinas en el ribosoma (Camean,
2008).
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Lazo (2008) fundamenta que la toxicidad aguda de las aflatoxinas se manifiesta
principalmente como lesiones hepaticas, en la forma subaguda, los animales
jovenes pueden presentar retardo en el crecimiento, pérdida del apetito, se
compromete el sistema inmunitario por su accion degenerativa sobre el timo y la
bolsa de Fabricio, aumenta la fragilidad capilar afectando el tiempo de coagulacion

sanguinea y de alli, la presencia de hematomas, postracion y muerte.

1.1.2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS AFLATOXINAS:

Quimicamente las aflatoxinas contienen en su molécula una mitad dihidrofurano o
tetrahidrofurano unida a un anillo de cumarina. Las aflatoxinas mas importantes son
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1, AFM2.

La estructura quimica de las aflatoxinas B1 y G1, esta constituida por la fusion de un
nacleo cumarinico y otro bifurano a los que se afiaden una ciclo pentanona en el
caso de la AFB1 y un anillo ciclohexanoico en la AFG1. La AFB2 y AFG2 son
dihidroderivados de la AFB1 y AFG1 respectivamente.

La mayoria de las restantes aflatoxinas descritas proceden también de la
hidroxilacion en diferentes puntos de la estructura molecular de las cuatro aflatoxinas
principales. Tal es el caso de la AF M1y de la AF M2, derivados 4-hidroxilados de la
AF Bl y AF B2 respectivamente (Figura 1).

Camean et-al (2008) cita que la parte mas reactiva de la estructura de las
aflatoxinas es el anillo lacténico. Por otro lado, la existencia de un nucleo bifurano
confiere a las moléculas de aflatoxina una gran rigidez, lo que favorece la interaccion
con algunos componentes celulares
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Figura 1: ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS PRINCIPALES AFL ATOXINAS
(Cameéan 2008)

1.2. FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA TOXICIDAD DE LAS
AFLATOXINAS:

El tipo y cantidad de aflatoxinas producidas no solo depende de las caracteristicas
de la cepa individual, sino también de las condiciones medioambientales (nutrientes,
parametros fisico-quimicos, etc.). Las condiciones de crecimiento que permiten la

toxigénesis son mas limitadas que aquellas que posibilitan el crecimiento del hongo.

Entre los factores que conducen a la presencia de micotoxinas en los alimentos hay

dos categorias principales: intrinsecos y extrinsecos.

a. Factores intrinsecos:

La produccion de una determinada micotoxina no esta asociada con una especie en
particular sino con una cepa en concreto y en algunos casos incluso depende del

substrato en que la cepa es aislada.
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Los parametros que afectan al nivel de residuos de micotoxinas en animales son:

1. Especiesy raza de los animales.

2. Concentracion de micotoxina, cantidad y duracion del consumo de alimento
contaminado
Estado de salud del animal.
La biodisponibilidad y toxicidad de la micotoxina, asi como los sinergismos entre
ellas.

5. La cantidad de micotoxinas ingerida diariamente en funcion de la concentracion

de micotoxina y de la cantidad de alimento ingerido.

La continuidad o intermitencia de ingestion del alimento contaminado.

El peso del animal, el estado fisioldgico y de salud de éste.

La edad del animal.

© © N o

Periodo que transcurre desde la retirada del alimento contaminado a la toma de

muestras para el analisis de residuos.

La presencia de estos residuos no solo implica que el animal se vea afectado por la
contaminacion de la micotoxina original, sino también riesgo de que los humanos
ingieran alimentos de origen animal como leche, huevos, carne extremadamente

afectados.

b. Factores extrinsecos:

Garcia (2012), cita que los principales factores extrinsecos que influyen en la

toxicogénesis son:

1. Actividad del agua: el agua influye considerablemente en la produccién de
toxinas, particularmente en los productos poco hidratados. La mayor parte de
los hongos que contaminan los cereales por ejemplo, necesitan valores
superiores a 0,7 de agua para actuar. La actividad del agua nos indica cual es
la cantidad de agua disponible para el desarrollo de los microorganismos una
vez que se ha alcanzado el equilibrio hidrico en el sistema - alimento/medio
ambiente. La actividad del agua se expresa en tanto por uno. Si la humedad

del alimento esta en equilibrio con la humedad relativa de equilibrio (HRE) de
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la atmosfera que lo rodea, la actividad del agua en el alimento es

numeéricamente equivalente a esta, (aw = HRE/100).

Tengamos en cuenta que la Humedad Relativa de Equilibrio (HRE) se refiere a
la atmdsfera en equilibrio con el producto y la aw se refiere al propio producto.
El agua pura tiene una actividad de 1 y esta en equilibrio con una atmosfera de
100% de HRE. La actividad del agua de un alimento es siempre menor que 1.

En general, con una actividad de agua a 25°C del 0,85 que aproximadamente
puede corresponder a un 15-16% de humedad o agua libre en el sustrato, las
esporas fungicas germinan en 5 a 12 dias. En cambio con una actividad de agua
de 0,75 (que corresponderia aproximadamente al 13-14% de humedad en el
sustrato) a la misma temperatura, las esporas fungicas tardan en germinar de 4
a 12 semanas. Sin embargo, las cosas pueden variar significativamente a
depender del tipo de sustrato (amilaceo o bien oleaginoso) y tal como hemos

visto anteriormente.

Cualquier alimento almacenado en estado de equilibrio con una HRE por debajo
de 65% (aw = 0,65), estd muy seguro de no ser invadido por hongos que

después tendran oportunidad de crecer y proliferar.

La cantidad de agua existente en el ambiente y en los sustratos es uno de los
factores importantes para el desarrollo de los hongos y para la produccién de
micotoxinas. Sin embargo no solo influye la cantidad de agua sino también la
forma de presentacion de la misma, asi pues, el agua se encuentra en forma

libre y en forma combinada.

« El agua libre existe dentro y alrededor de los tejidos vegetales o de las
células y puede ser eliminada sin interferir seriamente con los procesos
vitales.

« La forma combinada esta presente en los tejidos vegetales y animales,
formando parte integrante de las células que los componen y en unién con

las proteinas y glucidos.
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Para la germinacion de las esporas de hongos, es necesario que el agua se

encuentre en forma libre. Al agua libre se le llama comunmente, humedad.

« Humedad relativa de equilibrio (HRE) : es la cantidad de agua de la que
disponen los microorganismos una vez alcanzado el equilibrio entre el agua
libre del sustrato y el vapor de agua existente en el medio ambiente que lo
rodea. La HRE se expresa en tanto por cien y varia de unos alimentos a otros
conforme su riqueza en glucidos o en materia grasa. (Gimeno 2011)

» Descenso de la presiéon parcial de oxigeno: el descenso de la presion
parcial de oxigeno y especialmente el incremento del nivel de CO2 reducen
la toxicogénesis y el desarrollo de los hongos.

» La temperatura: la temperatura 6ptima para la toxicogénesis a la cual el
ritmo de produccién de toxinas es maximo es 20-21 °C la que permite el
crecimiento del hongo.

c. Factores Quimicos:

1. Composicion del sustrato:  Gimeno, A. Martins, M., et-al. (2011) menciona que
los sustratos pueden ser sintéticos o naturales, liquidos o sélidos y de diferente
naturaleza quimica. Esta ultima puede desempeiar una funcién importante, ya
que hay productos mas susceptibles que otros a ser contaminados por un moho
determinado; sin embargo, la mayor parte de los mohos pueden invadir
numerosos sustratos pues, en general, tienen pocas exigencias nutricionales.
Sus necesidades se limitan al carbono, nitrégeno y sales. Los carbohidratos y
acidos grasos, en los medios de cultivo, aumentan la produccién de toxina. La
produccion de aflatoxinas es minima en productos de origen animal (embutidos
por ejemplo) y en otros productos como el té y especias y muy alta en cereales y
semillas oleaginosas, y dentro de estas, la soya es un mal sustrato ya que se
demostré que posee una cierta resistencia a la produccion de aflatoxinas.

2. Nutrientes: Gimeno, A. Martins, M., et-al. (2011) cita que sustratos ricos en
carbohidratos y acidos grasos aumentaban la produccién de toxinas, sin
embargo, todos no influyen de la misma manera: la glucosa, fructosa y sacarosa

son adecuados para la produccion de aflatoxinas cuando se emplea A.flavus ,
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mientras la manosa y xilosa se usan con éxito con A.parasiticus. Existen otros
nutrientes tales como aminoacidos (glicina, glutamato, aspartato, prolina y
alanina) y cationes bivalentes (cadmio, magnesio y cinc) que en forma de sales

incrementan la produccién de aflatoxinas.

3. pH: Gimeno, A. Martins, M., et.al. (2011) cita que durante el crecimiento de
los hongos los valores de pH del medio pueden variar entre 4 y 5, como
resultado de su metabolismo. EI maximo crecimiento de A.flavus y A.

parasiticus ocurre entre los pH 5-8.

4. Gases atmosféricos: Gimeno, A. Martins, M., et.al. (2011) cita que la
oxigenacion constituye otro aspecto a tener en consideracion en el
crecimiento fungico, puesto que los hongos micotoxigénicos son organismos
aerobicos. Se ha comprobado que bajas concentraciones de oxigeno y/o
altas concentraciones de dioxido de carbono pueden deprimir el crecimiento
fungico y la consecuente formacion de micotoxinas obtuvieron altas
concentraciones de aflatoxinas con un 21% de oxigeno y 0.033% de diéxido
de carbono.

5. Zonas de microflora : Son pequefias zonas del alimento con alto contenido
en humedad.

6. Integridad fisica del grano o del alimento: las micotoxinas que afectan
negativamente a la salud del hombre y de los animales se encuentran
principalmente en los granos de cereales y forrajes recolectados. Estas
toxinas son producidas por hongos saprofiticos durante el almacenaje, o por
hongos endofiticos durante el crecimiento de la planta.

1.3. AFLATOXINA M1 (AFM1):

La AFM1 es el primer producto conocido procedente de la metabolizacién de la
AFB1 en las vacas, por lo que se la encuentra en los productos alimenticios
procedentes del ganado vacuno, por ello es muy importante el control sanitario de
los animales productores de carne y de leche, asi como también de los alimentos
derivados de ellos que son de consumo masivo para evitar los efectos toxicos
graves que pueden producirse.
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Peraica sefiala que las aflatoxinas M1 y M2 son metabolitos oxidativos de las
aflatoxinas B1 y B2 producidos por los animales tras la ingestion de éstas, aparecen

en la leche materna (tanto animal como humana), la orina y las heces.
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Figura 2: BIOTRANSFORMACION DE LA AFLATOXINA B 1 EN AFLATOXINA M1 (Gimeno, 2001)

La estructura quimica de las AFM1 es el derivado 4-hidroxi de la aflatoxina Bl
(figura 2). La aflatoxina M1 tiene una masa molecular relativa de 328 Da y su formula
molecular es C17H1207 (ver figura N° 1). La existencia de un nucleo bifurano
confiere a las moléculas de aflatoxina una gran rigidez lo que favorece la interaccion

con algunos componentes celulares.

En vacas lecheras, el paso de aflatoxina B1 a la leche en forma de aflatoxina M1
esta relacionado de manera lineal con la produccién de leche y se calcula que el
porcentaje de aflatoxina B1 de la dieta excretada en la leche en forma de aflatoxina

M1 corresponde al 0,09% - 2% de la dosis consumida.

1.4. CLASIFICACION DE LAS AFLATOXINAS SEGUN SU RIESGO
CANCERIGENO

Respecto a la toxicologia de las aflatoxinas, el Comité cientifico de la alimentacion

humana de la Comunidad Europea emitié el 23 de septiembre de 1994 un dictamen

sobre las aflatoxinas (y sobre la ocratoxina A y la patulina) (Informes del Comité

cientifico de la alimentacion humana, serie trigésima quinta). EI Comité llego a

conclusiones como las del siguiente parrafo:
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Las aflatoxinas son carcin0genos genotoxicos. Sobre este tipo de carcindégenos se
piensa generalmente que no hay una dosis umbral por debajo de la cual no se
produzca formacién de tumores.

Los multiples informes de evaluacién del riesgo permiten deducir que incluso niveles
bajisimos de exposicion a las aflatoxinas (p. ej., 1 ng/kg p.c. /dia 0 menos)
contribuyen al riesgo de cancer de higado. Respecto a la aflatoxina M1, el Comité
cientifico de la alimentacion humana aceptd que hay suficientes pruebas de que la
aflatoxina Mles un carcinégeno genotéxico; se calcula que su potencia
carcinogénica es unas diez veces menor que la de la aflatoxina B1.

Sin embargo, como la ingesta de leche y productos lacteos por el hombre puede ser
considerable, especialmente entre lactantes y nifios pequefios, es necesario valorar

cuidadosamente los riesgos derivados de la exposicion a las aflatoxinas.

Segun el Centro Internacional de Investigacion sobre el Cancer (CIIC) en 1998,
determind que existen suficientes datos demostrativos del efecto carcindbgeno de
mezclas naturales de aflatoxinas en el ser humano, las cuales se clasifican por ello
como carcinégeno del grupol, salvo en el caso de la aflatoxina M1 que se considera

posible carcinégena para el hombre grupo 2B.

PRODUCTO GRADO DE EVIDENCIA DEL RIESGO EVALUACION GLOBAL
CANCERIGENO
Hombre Animal

Aflatoxinas S S 1
Aflatoxina B1 S S

Aflatoxina B2 L

Aflatoxina G1 S

Aflatoxina G2 |

Aflatoxina M1 | S 2B
Citrinina ADS L 3
Ocratoxina A | S 2B
Patulina ADS | 3
Esterigmatocistina ADS S 2B

Tabla 1.1 : Grado de carcinogénesis de las distintas micotoxinas (Centro Internacional de Reserche contre le
Cancer en 1998)

ADS: Ausencia de datos suficientes S: Prueba suficiente L: Prueba I: Prueba insuficiente

Grupo 1(1): El producto es cancerigeno para el hombre.

Grupo 2A (2A): El producto es probablemente cancerigeno para el hombre

Grupo 2B (2B): El producto es un posible cancerigeno para el hombre

Grupo 3 (3): No se puede pronunciares en cuanto al riesgo cancerigeno para el hombre.
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1.5. MICOTOXICOSIS:

Camean(2008) cita que en la micotoxicosis la cantidad de hongo consumida es

minima si se comparan con otros toxicos, por lo que el trastorno en el hombre o en

los animales es causado casi exclusivamente por la toxina liberada en el sustrato

utilizado como alimento, la micotoxicosis puede incluir las siguientes formas de

intoxicacion:

Micotoxicosis primarias agudas: Se producen cuando se consumen
concentraciones de altas a moderadas de micotoxinas Yy causan
manifestaciones especificas tales como sindrome de enfermedad aguda o
muerte. La informacion en humanos es limitada.

Micotoxicosis primaria crénica: Derivadas de la ingesta de niveles de
micotoxinas bajos a moderados y son causantes de enfermedades cronicas
especificas. En la intoxicacion cronica el efecto mas grave se ve en el ADN.
Micotoxicosis indirectas: Producidas por la ingesta de concentraciones de
micotoxinas muy bajas y suelen causar un aumento de la susceptibilidad a

otras enfermedades e infecciones.

Bioquimicamente se considera que las aflatoxinas en especial la AFB1 pueden

pasar en el higado por dos fases en su:

La fase I. Por accion del complejo citocromo p450 monooxigenasa que
produce en el organismo una gran variedad de derivados reducidos y
oxidados que supuestamente no presentan actividad carcinogénica como la
aflatoxina AFM1. pero también puede producir productos como la aflatoxina
AFB1, 89 epoxidos (AFBO), que es un producto inestable y que forma
aducciones con el ADN, el cual puede llevar a mutaciones en genes
supresores de tumores.

La Fase II: La AFBO, puede llegar a conjugarse con proteinas o sufrir
hidroxilacion o conjugarse con el glutation —s- transferasa (GSH) en el higado
y ser excretado en la orina o en las heces como &cido mercapturico
combinandose con proteinas a los diferentes tejidos y provocando las

diferentes clase de intoxicacion.
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1.6. DOSIS DE AFLATOXINA: MORTALIDAD

En el siguiente cuadro reflejan los datos relativos a la toxicidad de las aflatoxinas

mas nocivas en orden decreciente de toxicidad:

AFLATOXINA DL50mg/kg peso vivo
M1(Derivado metabdlico de la B1 en algunos 0,320

animales, principalmente vacas)

B1 0,364

G1 0,784
M2(Derivado metabdlico de la B2 en algunos 1,228
animales)

B2 1,696

G2 3,450

Tabla 1.2 : DOSIS LETAL CINCUENTA (DL50) DE AFLATOXINAS (Camean et al 2008)

En el hombre no se tienen suficientes datos de los efectos de las aflatoxinas, debido
a la dificultad para exponerlo en forma experimental al riesgo de ingerir alimentos
gue contengan la sustancia toxica. No obstante se ha comprobado que en los paises
donde se acostumbra consumir alimentos enmohecidos, en muchos de los cuales
se ha registrado la presencia de aflatoxinas, la incidencia de cancer de higado es
muy alta. Esto sucede por ejemplo en algunas regiones del Africa, la India, y del
Sureste de Asia. (Peraica et- al 1999).
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1.7. METABOLISMO DE LA AFLATOXINA (AFM1), TRANSFORMACION Y
EFECTO:

El metabolismo desempefia un papel muy importante en el modo de accion de las
aflatoxinas. Las aflatoxinas ingeridas son activadas por la enzima del sistema
oxidativo microsomal, primero en el higado y probablemente después en otros
organos. (Camean 2008).

La actividad de la enzima citocromo P450, desempefia un importante papel en el
metabolismo de la aflatoxina B1 ocasionando su transformacion en aflatoxina M1.

Si bien este sistema enzimético es capaz de detoxificar una gran variedad de
compuestos mediante hidroxilacion y favorecer su excrecion al exterior, otras
sustancias se convierten en mas reactivas, mas electroliticas y se unen a su vez a
distintas macromoléculas alterando sus funciones, como es el caso de la Aflatoxina
B1 que requiere ser activada para producir mutaciones.

La principal ruta de activacion es la conversion de la AFB1 en el metabolito
electrolitico AFB1-8-9 epoxido.

El fendbmeno de mutagenicidad puede explicarse mediante la formacion de un
compuesto estable por la union con el N-7 de los residuos guanil del ADN (o ARN).
En el proceso de replicacion del ADN la guanina sufre transversion a timina, esto
ocurre en el codon 249 del gen p53 (gen implicado como punto de chequeo durante
la sintesis y reparacion del ADN), si el dafio no se repara esta misma proteina
induce apoptosis.

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

La AFB1- epd6xido puede también reaccionar con glutation mediante un mecanismo
mediado por la glutation —s- transferasa , esta conjugacion de tipo competitivo
representa el paso de detoxificacion mas importante con respecto a otros tipos de

biotransformacién en la obtencion de metabolitos menos tdxicos de AFB1.
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La comparacion entre la activacion y la detoxificacion de la AFB1l-epoOxido en
diferentes especies animales provee la base para entender porque las especies
varian en su sensibilidad a los efectos tdxicos y carcinogénicos inducidos por la
AFB1 y dependen de diferentes factores propios de la individualidad de cada
organismo como la diferente absorcion a través del tracto digestivo, la distribucion e
el organismo y los mecanismos de metabolismo y excrecion usado por las distintas

especies animales.

Los efectos principales que conllevan a la union de aflatoxinas a macromoléculas
son la alteracion en la sintesis de ADN, ARN vy proteinas (enzimas,
inmunoglobulinas), esto conlleva a la aparicion de cambios en la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, disgregacion temporal de los ribosomas disminucién en la
respiracion celular por desacoplamiento en el mecanismo de fosforilacion oxidativa e
interrupcion del transporte de electrones, alteracion de la glicolisis vy
gluconeogénesis, asi como la disminucion de ciertas hormonas al establecerse una
competencia por los receptores especificos (la AFB1 en cantidades muy baja

compite con el estradiol por los receptores localizados en el Gtero).

Asi mismo la formaciéon de compuestos de gran reactividad que se unen a los acidos
nucléicos especialmente al ADN mitocondrial es el responsable del poder
carcinogénico de las aflatoxinas, actian como agentes genotoxicos dando lugar a la

activacion de oncogénesis y la iniciacion de un proceso tumoral.

La primera de estas lesiones se origina tras la eliminacion de forma espontanea o la
reaparicion enzimatica de las posiciones con conjugados epoOxido-N-7 guanina,
dando lugar a sitios apurinicos donde a adenina tiene una gran afinidad por
insertarse en la posiciéon correspondiente de la cadena opuesta del ADN, pudiendo
dar lugar a una mutacién por sustitucion de un par de bases Guanina-Citosina por un

par Timina-Adenina.

La segunda lesion premutacional se produce al originarse un derivado

formamidopirimidinico resistente a los procesos de reparacionenzimatica del ADN,
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que puede dar lugar a mutaciones si esta presente en la fase de replicacion del
ADN(Wogan, 1992).

1.8. PRESENCIA DE AFLATOXINA AFM1 EN LECHE:

La presencia de aflatoxina M1 en la leche puede deberse a dos posibles formas de

contaminacion:

» Directa: Debido al crecimiento en el producto de hongos toxicogénicos y
produccion de toxinas en la leche, el mismo que no suele representar un
problema ya que en el crecimiento de hongos aflatoxigénicos en un alimento
da a lugar en numerosos casos a alteraciones organolépticas del mismo y a

su rechazo para el consumo.

* Indirecta: Debido al consumo por parte de los animales en el periodo de
lactacion de alimentos contaminados con aflatoxinas dando lugar a la
aparicion en la leche de estos animales diversos metabolitos toxicos AFM2,
AFGM1, AFGM2, AFB1 y AFMA4.

Un aspecto muy importante a tener en cuenta es que la leche y sus derivados
son productos con un alto nivel de consumo y representan una parte esencial

en la elaboracion de alimentos infantiles, con el riesgo toxico que esto conlleva

1.8.1. ESTABILIDAD DE LA AFLATOXINA AFM1 EN PRODUCTOS LAC TEOS:

Existe un gran numero de estudios acerca del efecto sobre la AFM1 de los
procedimientos empleados en la elaboracion y conservacion de la leche.

Con respecto a los tratamientos térmicos la mayoria de los autores estan de acuerdo

al afirmar que el tratamiento térmico de la leche (pasteurizacibn o ultra

pasteurizacion) no afecta significativamente a la AFM1.
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Las diferencias observadas en los resultados se han atribuido a la variabilidad en los

parametros analizados, al empleo de distintas técnicas de deteccion y a la forma de

contaminacion de las muestras de la leche.

1.8.2. COMPOSICION DE LA LECHE

1.8.2.1. ¢QUE ES LA LECHE?

Podemos definir la leche considerando distintos puntos de vista:

* Biologico: Es una sustancia segregada por la hembra de los mamiferos con la

finalidad de nutrir al crio.

* Legal: Producto de la ordefia de un hato sano y que no representa un peligro

para el consumo humano.

» Fisicoguimico: Desde este punto de vista, la leche es una mezcla homogénea de

un gran niamero de sustancias (lactosa, glicéridos, proteinas, sales, vitaminas,

enzimas, etc.) que estan unas en emulsion (la grasa y sustancias asociadas),

algunas en suspension (las caseinas ligadas a sales minerales) y otras en

disolucidn verdadera (lactosa, vitaminas hidrosolubles, proteinas del suero, sales,

etc.).

Para efectos de este proyecto se considerara la definicion de la leche desde estos
tres puntos de vista.

Leche cruda . EI INEN NTE 9 (2012) define la leche como el producto de la
secrecion normal de la glandula mamaria obtenida a partir del ordefio integro
e higiénico de vacas sanas, sin adicién ni sustraccion alguna, exento de
calostro y libre de materias extraflas a su naturaleza, destinado al consumo
en su forma natural o a elaboracion ulterior.

La denominacion de leche cruda se aplica para la leche que no ha sufrido
tratamiento térmico, salvo el de los enfriamientos para su conservacion, ni ha

tenido modificacion alguna en su composicion.

Leche pasteurizada: Segun la Norma INEN NTE 10 (2012) para la leche
cruda homogenizada o no, que ha sido sometida a un proceso térmico que

garantice la destruccion total de los microorganismos patégenos y la casi
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totalidad de los microorganismos banales (saprofitos) sin alterar
sensiblemente las caracteristicas  fisicoquimicas, nutricionales 'y

organolépticas de la misma.

» Leche Modificada Larga Vida: Segun la norma INEN NTE 701(2009) define
la leche larga vida como la leche que ha sido reducida total o parcialmente
de algunos de sus componentes naturales o modificada en cualquiera de sus
elementos constitutivos, sometida posteriormente a los procesos de

esterilizacion o UHT (Temperatura ultra elevada).

1.8.3.CLASIFICACION DE LA LECHE:

Segun las normativas nacionales (INEN NTE 9-10 2012) (INEN NTE 701 2009),
establecen de acuerdo a su contenido graso la siguiente clasificacion de las leches
como se puede observar en la tabla 1.3

CLASIFICACION DE LA LECHE SEGUN LA NORMATIVA INEN

LECHE CRUDA LECHE PASTEURIZADA LECHE LARGA VIDA
e Segln el recuento estandar e NO APLICA CLASIFICACION NO APLICA CLASIFICACION
en placa fc/cm3 de
microorganismos aerobios

mesofilos, determinado de
acuerdo a la NTE INEN 1529-5,
la leche cruda se clasifica en las
siguientes categorias:
Categoria A (buena)
Categoria B (regular)
Categoria C (mala)

¢ NO APLICA CLASIFICACION [e De acuerdo a la NTE INEN 10: 2012, la leche|e De acuerdo a la NTE INEN
pasteurizada desde su contenido de grasa se|[701: 2009, la leche larga

clasifica en tres clases: vida desde su contenido
A. Entera grasa se clasifica en tres
B. Semidescremada (parcialmente descremada) |clases:
C. Descremada. A. Entera
e De acuerdo a la NTE INEN 10: 2012, la leche|B. Semidescremada
pasteurizada desde su contenido de grasa se|(parcialmente descremada)
clasifica en tres clases: C. Descremada
A. Entera
B. Semidescremada (parcialmente descremada)

« NO APLICA CLASIFICACION e NO APLICA CLASIFICACION e De acuerdo a la NTE INEN

701: 2009, la leche larga por
su proceso de tratamiento
térmico la leche larga vida
se clasifica en:

Leche UHT

Leche esterilizada

Tabla 1.3 : CLASIFICACION DE LA LECHE SEGUN SU CONTENIDO GRASO (INEN NTE 9-10 2012)
(INEN NTE 701 2009)
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1.8.3.1. DISPOSICIONES GENERALES PARA LECHE CRUDA, PASTEURIZ ADA Y LARGA VIDA SEGUN LA
NORMATIVA INEN

Las leches cruda, pasteurizada y larga vida deben cumplir con los siguientes requisitos fisicos y quimicos de acuerdo con las
normas de ensayo correspondiente (INEN NTE 9-10 2012) (INEN NTE 701 2009) deben cumplir con las especificaciones que

se indican a continuacion:

REQUISITOS FiSICOS-QUIMICOS DE LA LECHE-CRUDA PASTEURIZADA Y LARGA VIDA SEGUN LA NORMATIVA INEN
LECHE CRUDA LECHE PASTEURIZADA entera LECHE LARGA VIDA DESCREMADA
METODO DE METODO DE METODO DE
REQUISITOS |UNIDAD MINIMO MAXIMO ENSAYO UNIDAD MINIMO MAXIMO ENSAYO UNIDAD MINIMO MAXIMO ENSAYO
Densidad
relativa:
A - 1,029 1,033 - 1,029 1,033 = 1,028 1,031
20eC - 1,028 1,032|NTE INEN 11 - 1,028 1,032|NTE INEN 11 - 1,029 1,032 NTEINEN 11
Materia % fraccion de 3 %(fraccion de o
- masa)® -INTE INEN 12 —— 3|- NTE INEN 12|%m/m 3[- NTE INEN 12
Acidez % (fraccion 0,13 % (fraccién
C:':O'Z*z:jo e mesa) 0,17|NTE INEN 13| demasa) 0,13 0,18|NTE INEN 13|%m/v 0,13 0,16/NTE INEN 13
13 ctico
Sélidos % (fraccién 11,2 % (fraccién o
totales " -INTEINEN 14| "§o masa) 11,3|- NTE INEN 14|%m/m 11,3]- NTE INEN 14
Sélidos no % (fraccién 8,2 = % (fraccién _ B ® B o
grasos de masa) de masa) &3 %m/m &2
Cenizas % (fraccion 0,65 % (fraccién o
de masa -[NTEINEN 14| 44 masa 0,65 0,8|NTE INEN 14|%m/m 0,65 0,8/|NTE INEN 14
Proteinas % (fraccién 2,9 % (fraccién NTE INEN 16|%m/ 28
de masa “INTE INEN 16| demasa 2,9|- cltnp/L 21" NTE INEN 16
Punto de °c -0,536 -0,512 °c -0,536 -0,512 °c -0,54 -0,512
congelacién |3 ) )
H -0,555 -0,53|NTE INEN 15| H -0,555 -0,53|NTE INEN 15| H -0,56 -0,53| NTEINEN 15
Presencia de . negativo NTE 1500 : negativo NTE 1500 . negativo NTE 1500
conservantes
Presencia de - - negativo -
neutralizante negativo NTE 1500 NTE 1500 negativo NTE 1500
S
Presencia de . negativo NTE 1500 negativo NTE 1500 . negativo NTE 1500
adulterantes
Grasas ) negativo NTE 1500 negativo NTE 1500 ) negativo NTE 1500
vegetales
Suere de . negativo NTE 1500 : negativo NTE 1500 . negativo NTE 1500
Residuos de ug/| ug/I negativo =
medicamento negativo NTE 1500 NTE 1500 = =
s veterinarios

Tablal.4: REQUISITOS FISICO-QUIMICOS DE LA LECHE CRUDA-PASTEURIZADA Y LARGAVIDA
FUENTE: (INEN NTE 9-10 2012) (INEN NTE 701 2009)
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REQUISITOS FiSICOS-QUIMICOS DE LA LECHE-CRUDA PASTEURIZADA Y LARGA VIDA SEGUN LA NORMATIVA INEN

LECHE CRUDA LECHE PASTEURIZADA SEMIDESCREMADA LECHE LARGA VIDA SEMIDESCREMADA
METODO DE METODO DE METODO DE
REQUISITOS UNIDAD MINIMO  |MAXIMO  |ENSAYO UNIDAD MINIMO ~ |MAXIMO  |ENSAYO UNIDAD |MINIMO  |[MAXIMO ENSAYO
- 1,029 1,033 - 1,03 1,033 - 1,029 1,032
Densidad relativa:
15°C 20°C - 1,028 1,032] NTEINEN 11 = 1,029 1,032 NTEINEN 11 = 1,03 1,033 NTEINEN 11
Materia grasa % fraccion de % (f iond
S 3)- NTE NN 12 | (fraccionde |, <3 NTEINEN 12 [%m/m  [>1,0 <3 NTE INEN 12
masa) masa)
Acidez titulable como |9 (fraccién de % fraccion de
4cido lactico 0,13 0,17(NTE INEN 13 0,13 0,18|NTE INEN 13  |%m/v 0,14 0,17|NTE INEN 13
masa) masa)
Solidos totales % (fraccion de % (fraccién de
11,2|- NTE INEN 14 8,8|- NTE INEN 14 [%m/m 9,2[- NTE INEN 14
masa) masa)
Solidos no grasos % (fraccién de % (fraccién de
8,2|- L 8,2|- & %m/m 8,2|- &
masa) masa)
Cenizas % (fraccién de % (fraccion de
0,65|- NTE INEN 14 0,7 0,8|NTE INEN 14  |%m/m 0,7 0,8|NTE INEN 14
masa masa)
Proteinas % (fraccion de % (fraccién de
2,9|- NTE INEN 16 2,9(- NTE INEN 16 [%m/m 2,9]- NTE INEN 16
masa masa
Punto de congelacion |0 -0,536 -0,512 °c -0,536 -0,512 °c -0,54 -0,512
4 -0,555 -0,53] NTEINEN 15 °H -0,555 -0,53] NTEINEN 15 -0,56) -0,53] NTEINEN 15
Presencia de consernvantes |. negativo NTE 1500 negativo NTE 1500 negativo NTE 1500
ia d
Presen.c'a € negativo NTE 1500 negativo NTE 1500 negativo NTE 1500
neutralizantes
fiesencladeladblisrantes)( - negativo NTE 1500 negativo NTE 1500 negativo NTE 1500
GrEsas vaEiEles negativo NTE 1500 negativo NTE 1500 negativo NTE 1500
S 6 ledie negativo NTE 1500 negativo NTE 1500 negativo NTE 1500
Residuos de
medicamentos ug/I negativo NTE 1500 ug/I negativo NTE 1500 - =
veterinarios

Tabla 1.5: REQUISITOS FISICO-QUIMICOS DE LA LECHE CRUDA-PASTEURIZADA Y LARGAVIDA
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REQUISITOS FiSICOS-QUIMICOS DE LA LECHE-CRUDA PASTEURIZADA Y LARGA VIDA SEGUN LA NORMATIVA INEN

LECHE CRUDA LECHE PASTEURIZADA DESCREMADA LECHE LARGA VIDA DESCREMADA
METODO DE METODO DE METODO DE
REQUISITOS |UNIDAD MINIMO MAXIMO ENSAYO UNIDAD MINIMO MAXIMO ENSAYO UNIDAD MINIMO MAXIMO ENSAYO
Densidad
= 'fstjga : = 1,029 1,033 - 1,031 1,036 = 1,03 1,033
20eC = 1,028 1,032|NTE INEN 11 - 1,03 1,035 NTEINEN 11 - 1,033 1,034| NTE INEN 11
Materia grasa |9% fraccidn % (fraccion
° . 3|- NTE INEN 12|70 (fraceion | <1,0 NTE INEN 12 [%m/m - <1 NTE INEN 12
de masa) de masa)
Acidez titulable
5ci % (fracciéon % fraccién
sz ediie |0 0,13 0,17|NTE INEN 13| 0,13 0,18|NTE INEN 13 [%m/v 0,14 0,17|NTE INEN 13
lactico de masa) de masa)
Sélidos totales |% (fraccion % (fraccion
11,2|- NTE INEN 14 8,3|- NTE INEN 14 [%m/m 8,3|- NTE INEN 14
de masa) de masa)
Sélidos no  |% (fraccidn % (fraccion
8,2|- = 8,2|- = %m/m 8,2|- =
grasos de masa) de masa) e
Cenizas % (fraccién % (fraccion
6 (fracci 0,65|- NTE INEN 14| (fracei 0,7 0,8|NTE INEN 14 |%m/m 0,7 0,8|NTE INEN 14
de masa de masa)
Proteinas % (fraccion % (fraccion
2,9|- NTE INEN 16 2,9|- NTE INEN 16 [%m/m 2,9|- NTE INEN 16
de masa de masa
Punto de °c -0,536 -0,512 oc -0,536 -0,512 Oc -0,54 -0,512
congelacién [3 0 )
H -0,555 -0,53|NTE INEN 15| H -0,555 -0,53| NTEINEN 15 | H -0,56 -0,53| NTE INEN 15
Presencia de : negativo NTE 1500 : negativo NTE 1500 : negativo NTE 1500
conservantes
Presencia de ’ negativo NTE 1500 ’ negativo NTE 1500 ’ negativo NTE 1500
neutralizantes
Presencia de ) negativo NTE 1500 ) negativo NTE 1500 negativo NTE 1500
adulterantes
Grasas ) negativo NTE 1500 ) negativo NTE 1500 negativo NTE 1500
vegetales
Suero de leche - negativo NTE 1500 - negativo NTE 1500 - negativo NTE 1500
Residuos de ug/| ug/I| negativo =
medicamentos negativo NTE 1500 NTE 1500 - -
veterinarios
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1.8.3.2. LIMITES DE AFLATOXINA AFM1 EN LECHE CRUDA, PASTEURI ZADA
SEGUN LA NORMATIVA INEN:

El limite maximo para aflatoxina AFM1 establecidos por la normativa nacional
vigente (INEN NTE 9-10 2012) (INEN NTE 701 2009) es el que se indica a
continuacion en la tabla 1.7

LIMITE MAXIMO DE CONTAMINANTE

REQUISITO LECHE CRUDA LECHE PASTEURIZADA LECHE LARGA VIDA
Aflatoxina M1, Limite Método de Limite Método Limite Maximo Método
mg/Kg Maximo ensayo Maximo de ensayo (LM) de
(LM) (LM) ensayo
0,5 ISO 14674 0,5 I1SO 14674 No existe todavia -

su determinacion
cuantitativa

Tabla 1.7: LIMITE MAXIMO DE AFLATOXINA AFM 1 PARA LA LECHE CRUDA-PASTEURIZADA Y
LARGAVIDA
FUENTE: (INEN NTE 9-10 2012) (INEN NTE 701 2009)

1.8.3.3. REQUISITOS MICROBIOLOGICOS PARA LECHE CRUDA,
PASTEURIZADA Y LARGA VIDA SEGUN LA NORMATIVA INEN:

Los requisitos microbiolégicos para leche cruda, pasterurizada y larga vida,
establecidos por la normativa nacional vigente (INEN NTE 9-10 2012) (INEN NTE
701 2009) son los que se indican a continuacion:

REQUISITOS MICROBIOLOGICOS

REQUISITO LECHE CRUDA LECHE PASTEURIZADA LECHE LARGA VIDA
Limite Maximo (LM) Método de Limite Método Limite Método de
ensayo Maximo de ensayo Maximo | ensayo
(LM) (LM)

Recuento de

microrganismos 1,5 x 108 NTE INEN 30000 NTE INEN - -

aerobios  mesofilos 1529:-5 1529:-5

UFC/cm3

Recuento de células - - - -

somaticas/cm3 7,0 x 10° AOAC-978.26

Recuento de - - <1 OACC - -

coliformes 991.14

Deteccion de - - 0 NTE INEN - -

Salmonella/25g 1529-15

Recuento de - - <10 OACC - -

Escherichia coli, 991.14

UFC/g

Tabla 1 8: REQUISITOS MICROBIOLOGICOS DE LA LECHE CRUDA-PASTEURIZA Y LARGA VIDA LARGAVIDA
FUENTE: (INEN NTE 9-10 2012) (INEN NTE 701 2009)
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PARTE EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS

2.1. MUESTREO
2.1.1. MUESTRAS DE LECHE PARA EL ANALISIS Y SELECCION.

Para el muestreo se consideraron tres tipos de leche segun el tratamiento térmico al
que se someten: leche pasteurizada, leche U.H.T. (Ultra High Temperature o
Temperatura ultra elevada) y leche cruda sin ningun tipo de tratamiento térmico, y
dentro de cada grupo se tomO en cuenta el contenido de grasa: entera y
descremada, todas ellas comercializadas en tres marcas distintas como se detalla
en la tabla 2.1 y cuyas especificaciones y valor nutricional puede verificarse en el

Anexo 2.

Para cada clase de leche se realizaron dos muestreos correspondientes cada uno a
distintos lotes de produccion, tres muestras por cada lote, es decir seis muestras
por marca en el caso de las leches entera y descremada UHT y dos muestras en el
caso de la leche entera pasteurizada y la leche cruda. Las muestras se tomaron por
duplicado analizandose en total 84 muestras de leche como puede verificarse en la
tabla 2.1.

Para la facil manipulacion de las muestras fueron codificadas (tabla 2.1). Se
recolectaron muestras de leche mediante un muestreo aleatorio por duplicado en
supermercados de consumo masivo de la ciudad de Cuenca (Supermaxi, Coralrio y
Coralcentro) manteniendo la cadena de custodia de las muestras en condiciones
adecuadas de transporte y almacenamiento (20-25 °C para empaques tetrapak y 4-8

OC para leches enfundadas y cruda).

Los lugares de muestreo fueron escogidos porque son de los de mayor afluencia en

la ciudad y en donde se encontraron las marcas buscadas correspondientes a
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distintos lotes (tres en el caso de leche UHT entera y descremada y dos lotes
diferentes para leche pasteurizada entera) en los distintos tipos de leche elegidos
para la investigacion. El 40% del muestreo se realizd en Supermercados la Favorita
y el 60% en los supermercados Coralrio. La recoleccion se llevd a cabo durante

ocho dias correspondientes a dos meses distintos como se indica en la tabla 2.1.

Para evitar la contaminacidon cruzada se mantuvo la cadena de custodia de las
muestras es decir se mantuvieron los envases cerrados hasta su analisis. Cada
muestra fue etiquetada con su cddigo respectivo, tipo de leche, marca, tratamiento

térmico, etc.

En el caso de las muestras de leche cruda se recolectaron en un centro de acopio
de la parroquia Tarqui hacienda Santa Elena. Las muestras se recolectaron con las
debidas medidas de asepsia sanitizando la llave del tanque de frio que contenia la
leche, se descartd el primer chorro, y del segundo chorro se recolectaron 50 ml
directamente en recipientes estériles tapa rosca por duplicado. El muestreo se
realizé en dos dias diferentes en el ordefio correspondiente a la tarde cada dia la
misma hora y manteniendo siempre las mismas condiciones, luego se coloco el
recipiente estéril con la muestra de leche en un contenedor de vacunas con
refrigerantes para mantener la temperatura de refrigeracion. Las muestras fueron

debidamente etiquetadas y herméticamente selladas.

Se indican en la tabla 2.2 las series que agrupan las muestras de leche
seleccionadas segun los criterios elegidos para el muestreo, como el tipo, marca,
namero de lote, fecha de recoleccion y niumero de muestra, registrando por series
para poder establecer su marca y tipo y sus niveles de aflatoxina presentes en cada

una de las leches analizadas.

Se tomd como criterio para la eleccion de las distintas marcas de leche, cuales eran
las marcas mas consumidas y de mayor demanda por parte de la poblacion
Cuencana en cada uno de los distintos supermercados (La Favorita, Coral centro y

Coralrio) donde se realizaron los respectivos muestreos.
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TIPO DE TRATAMIENTO

No. TOTAL DE

MARCAS TIPOS DE LECHE TERMICO MUESTRAS LUGAR DE RECOLECCION FECHA DE MUESTREO NUMERO DE LOTE
LA FAVORITA |MUESTREO No. 1 12/02/2013 30313G(3*)
NUTRI LECHE ENTERA DESCREMADA UHT 12 SUPERMERCADO: GORAIE LSA02/POLS 202226 (60)
CORALCENTRO | MUESTREO No. 2 12/03/2013 30330G(3*)
19/03/2013 30322G(3*)
LA FAVORITA |MUESTREO No. 1 12/02/2013 30280682AA(3%)
LA LECHERA ENTERA DESCREMADA UHT 12 SUPERMERCADO: Gl L5/(02/P 0/ 202,
CORALCENTRO | MUESTREO No. 2 12/03/2013 30780682GA(3*)
19/03/2013 30770682EA(3*)
LA FAVORITA |MUESTREO No. 1 12/02/2013 F316(3%*)
PARMALAT ENTERA DESCREMADA UHT 12 SUPERMERCADO: Gl /02 /2013 M318(3")
CORALCENTRO | MUESTREO No. 2 12/03/2013 F327(3%)
19/03/2013 F314(3*)
TONY ENTERA LA FAVORITA |MUESTREO No. 1 12/02/2013 10800(1*)
PASTEURIZADA " SUPERMERCADO: CORALRIO 19/02/2013 14369(1%*)
CORALCENTRO | MUESTREO No. 2 12/03/2013 12241(1%)
19/03/2013 13323(1%*)
LECHE CRUDA ENTERA MUESTREO No. 1 12/02/2013
HACIENDA STA ELENA 19/02/2013
4 MUESTREO No. 2 12/03/2013
19/03/2013
LA FAVORITA |MUESTREO No. 1 12/02/2013 30409MZ(1%)
NUTRI LECHE ENTERA PASTEURIZADA 4 SUPERMERCADO: eelitlles 19/02/2013 30410MZ(1%)
CORALCENTRO | MUESTREO No. 2 12/03/2013 30508M3(1%)
19/03/2013 30507M2(1*)
LA FAVORITA |MUESTREO No. 1 12/02/2013 30280682AA(3*)
LA LECHERA ENTERA UHT 12 SUPERMERCADO: eelitliles LEf0z 20 s 208 AVEERGIENS ),
CORALCENTRO | MUESTREO No. 2 12/03/2013 30740863GC(3*)
19/03/2013 30660840FG(3*)
LA FAVORITA |MUESTREO No. 1 12/02/2013 F316(3%*)
PARMALAT ENTERA UHT 12 SUPERMERCADO: GRS LSA02/POLS MENEHEF)
CORALCENTRO | MUESTREO No. 2 12/03/2013 E308(3*)
19/03/2013 E318(3*)
LA FAVORITA |MUESTREO No. 1 12/02/2013 30313G(3*)
CORALRIO 19/02/2013 30222G(3*)
NUTRI LECHE ENTERA UHT 12 SUPERMERCADO: CORALCENTRO | MUESTREO No. 2 12/03/2013 30202A(3*)
19/03/2013 30403A(3*)

Tabla2.1:

*: nimero de muestras

Muestras de leche recolectadas segtin marca, tipos, tipo de tratamiento térmico, nimero de muestras seleccionadas, nimeros de lote y lugar de
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SERIEA SERIEB SERIEC
MARCA NUTRI LECHE LALECHERA PARMALAT
TIPO DESCREMADA UHT DESCREMADA UHT DESCREMADA UHT
No DE LOTE MUESTREO 1 |No DE LOTE MUESTREO 2 |No DE LOTE MUESTREO 1 {No DE LOTE MUESTREO 2 [No DE LOTE MUESTREO 1 [No DE LOTE MUESTREO 2
303136(3) 303306(3) 30280682AA(3) 30780682GA(3) F316(3) F327(3)
302226(3) 303226(3) 23600682GC(3) 30770682EA(3) M318(3) F314(3)
No. MUESTRAS 6 6 6 6 6 6
SERIED SERIEE SERIEF SERIEG
MARCA NUTRI LECHE LALECHERA PARMALAT TONY
TIPO ENTERA UHT ENTERA UHT ENTERA UHT ENTERA UHT
No DE LOTE MUESTREO 1 |No DE LOTE MUESTREO 2 |No DE LOTE MUESTREO 1 {No DE LOTE MUESTREO 2 [No DE LOTE MUESTREO 1 [No DE LOTE MUESTREO 2 |No DE LOTE MUESTREO 1 |No DE LOTE MUESTREO 2
303136(3) 30202A(3) 30280682AA(3) 307408636C(3) F316(3) E308(3) 10800(1) 12241(1)
302226(3) 30403A(3) 30570682GB(3) 30660840FG(3) M318(3) £318(3) 14369(1) 13323(1)
No. MUESTRAS 6 6 6 6 6 6 2 2
SERIEH SERIE |
MARCA NUTRI LECHE ECHERAENTERA
TIPO ENTERA PASTEURIZADA
No DE LOTE MUESTREO 1 |No DE LOTE MUESTREO 2 |No DE LOTE MUESTREO 1 {No DE LOTE MUESTREO 2
30409MZ(1) 30508M3(1) 12/02/2013 12/03/2013
30410MZ(1) 30507M2(1) 19/02/2013 19/03/2013
No. MUESTRAS 2 2 2 2

Tabla 2.2: Muestras de leche analizadas segun series
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2.2.  ANALISIS DE AFLATOXINA M1
2.2.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA CUANTITATIVA DE ELI SA (ENZIMO-
INMUNO-ANALISIS) POR INHIBICION DIRECTA.

Yuste (2010) fundamenta que la técnica de ELISA es la abreviatura del término en
inglés Enzyme Linked Inunoabsorbent Assay (ensayo de inmunoabsorcion acoplado
a enzima). Es una técnica de deteccion de antigenos o anticuerpos basada en la
absorcion de proteinas a pocillos de una placa de plastico tratada para favorecer su
capacidad de absorber proteinas (antigenos o anticuerpos), de forma que en los
pocillos se pueden incubar con soluciones muestra que contienen anticuerpos o
antigenos. La reaccion antigeno- anticuerpo se revela mediante una reaccion
enzimatica que cambia el color y se cuantifica por la absorbancia de luz del fluido a
una determinada longitud de onda. Permite detectar antigenos presentes en una
muestra compleja y cuantificarlos de acuerdo con una serie de diluciones patron de
concentracion conocida, asi como cuantificar anticuerpos presentes en el suero u
otro fluido biolégico cuando se utiliza el antigeno absorbido al plastico y se

determina la maxima dilucion de la muestra que mantiene actividad (titulo).
2.3.  REACTIVOS PARA LA CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS AFM 1.

El andlisis se realizO durante los meses de abril y mayo del afio 2013, en el
laboratorio acreditado LIVEXLAB Quito-Ecuador.

Para la cuantificacion de aflatoxinas se utiliz6 la técnica de inmunoensayo
enzimatico (ELISA) para lo cual se emplearon Kits RIDASCREEN FAST

AFLATOXIN M1, cuyas especificaciones se detallan a continuacion, (Ver Anexo 1).
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MATERIAL CANTIDAD PROVEEDOR No Lote:
Placas de 48 pocillos (6 tiras, cada una de 8 1 R-Biopharm 15073.
pocillos separables recubiertos con AG,Darmstadt,
anticuerpos de captura).
Alemania

Soluciones estandar: 6 R-Biopharm 15073.
AG,Darmstadt, Alemania

Volumen: 1,3 ml

. Concentraciones
(partes por trillén p.p.t.):
. 0 (estandar cero), 125, 250,
500, 1000, 2000 p.p.t.

Conjugado aflatoxina M peroxidasa 1 R-Biopharm 15073.
AG,Darmstadt, Alemania

Volumen: 3 ml

Anticuerpo anti-aflatoxina M 1 R-Biopharm 15073.
AG,Darmstadt, Alemania

Volumen: 3 ml

Solucién de sustrato cromdgeno 1 R-Biopharm 12312.

(Tetrametilbencidina). AG,Darmstadt, Alemania

Volumen: 10ml

Solucion stop H2S04 1 N 1 R-Biopharm 13192.
AG,Darmstadt, Alemania

Volumen: 14 ml

Tampon de lavado: buffer de fosfatos pH 1 R-Biopharm 11215.

7,4

Volumen: 10 ml

AG,Darmstadt, Alemania

Tabla 2.3: REACTIVOS REQUERIDOS PARA EL INMUNOENSAYO ENZIMATICORIDASCREENRFAST AFLATOXIN

2.4.  Preparacion de Muestras

M1

a. Rotulary refrigerar las muestras a 10 °C durante 12 horas.

Colocar 10 ml de leche de cada muestra en tubos para centrifugarlos durante 10

minutos a 1500 rpm.

c. Eliminar la capa superior de crema con una pipeta automatica.

d. Analizar

inmediatamente el

sedimento para evitar el

temperatura que debe mantenerse en 10 °C.
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Procedimiento

* Colocar la microplaca de cuarenta y ocho pocillos en el marco portapocillos para
los estandares y para las muestras a analizar. Marcar la posicion de los
estandares y de las muestras.

* Agregar 50ul de los estdndares y de las muestras a analizar en los pocillos
correspondientes. Utilizar una punta de pipeta nueva para cada estandar y para
cada muestra.

» Agregar 50 pl del conjugado aflatoxina Mi- enzima (tapdn rojo) a los pocillos
correspondientes.

» Agregar 50 pl de anticuerpo anti-aflatoxina M1 (tapdn negro) a cada pocillo.
Mezclar el contenido de la microplaca suavemente e incubar durante 10 minutos
a temperatura ambiente (20-25°C).

e Vaciar los pocillos y golpear luego enérgicamente tres veces consecutivas, el
marco portapocillos sobre un papel absorbente limpio para asegurar la
eliminacion completa de restos liquidos.

e Lavar los pocillos con 250 ul agua en cada pocillo usando una pipeta multicanal
0 una botella de lavado y vaciar nuevamente los pocillos sobre papel absorbente.

e Repetir el lavado dos veces mas.

e Agregar 100 ul de Red Cromogena Pro (Tapdn marrdn) a cada pocillo, mezclar

el contenido de la microplaca suavemente e incubar 5 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente (20-25°C).

e Agregar 100 pl de la solucion stop (tapdén amarillo) a cada pocillo homogeneizar
suavemente durante 10 minutos

e Colocar las microplacas en el lector en el portapocillos (Ver figura 3).

e Medir la absorcion a 450 nm encerando contra aire luego de estabilizar la

lampara manteniéndola encendida por tres minutos..
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Porta pocillos

Figura No 3: Lector de Elisa Espectrofotometro para placas de 48 pocillos, (450nm),

marca Rayto, Modelo Rt 2100C.

2.4.1. Estandarizacion
Aplicando el procedimiento descrito en el apartado 2.4.1 se elabord la curva de
calibracion con las absorbancias de los patrones de aflatoxinas AFM1 a 125, 250,

500, 1000 ppt de concentracion.

Los valores reportados se obtienen mediante la aplicacion de la siguiente formula:

absorbancia estandar (6 muestra)

- - x 100 = % de absorbancia
absorbancia estandar cero

Para la investigacibn de los valores de los patrones y de las muestras fueron
digitados usando el software especial RIDARSOFT Win (Art. No Z9999) s
RIDASCREENR inmunoensayos enzimatico y los calculos fueron basados en Logit
(p)=In(p/1-p) siendo p la divisidbn de la absorbancia estandar para la absorbancia
estandar cero que se detalla en el % de absorbancia leida en cada muestra . Logit
se puede calcular si las concentraciones son menores al 100% y con este a su vez

poder realizar una interpolaciéon en la curva ploteada.
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El valor del estandar cero es igual al 100% y los demas valores y los demas valores
de absorcion se indican en porcentaje. Los valores calculados para los estandares
son aplicados a un sistema de coordenadas en papel semilogaritmico respecto a la
concentracion de aflatoxina M1 (ng/l).

Para obtener la concentracion real de aflatoxina M1 en ng/l de cada muestra debe
ser multiplicada la concentracion leida en la curva por el factor de dilucidon

correspondiente siendo para la leche el valor de 1.

Los datos se expresaron en ng/Lt o ppt. La curva obtenida puede observarse en la figura4.

|

Standard curve
35 Std.

i

3.0 CV(%)

=5 Sta1

0.00
20 26

3%

1.5 Sta2
125.00
1.0 0.8

s."
DY B

0.s Sta3
250.00

o.0 4.0

-0.5 Std4
500.00

-1.0 4.2

-1.5 Swds
1000.00

~=Q 0r

~ 2
>
°

)

P

o

o

o«

o 0o

®oa Soa Fia
wd N @

»

-2.5 Stdé
2000.00
-3.0 14.2

Nno
d
“-ﬁ

-3.5
125.00 250.00 $00.00 1000.00 2000.00

Concentration (pp?)

Corr.Coeff.: 0.9961
S$0% inhibition = 696.7
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Stop solution 13192 2017-05
Washing buffer salt 111215 2014-12

Figura 4. CURVA DE CALIBRACION DE LOS PATRONES PARA LA DETERMINACION DE AFM;
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RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ELISA EN LA DETERMINACIO N DE AFLATOXINA M1 EN LECHE:

Los valores de Logit/log de absorbancia y concentraciéon de aflatoxina AFMi1 correspondientes al primer y segundo

muestreo se presentan en las tablas 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, correspondientes a los resultados de las series A, By C

correspondiente a leches descremadas UHT. Todas las determinaciones reportadas y obtenidas mediante el software
RIDA SOFT Win (Art No Z9999) pueden observarse en Anexo 5-6:

SERIE A
MARCA NUTRI LECHE
TIPO DESCREMADA UHT
MUESTREO 1
ABSORBANCIA
# LOTE No. MUESTRA MEDIA % *CVv TTCARM,
ppt ppb
30313G 1 2,388| 141,7 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
30313G 2] 2,339 138,8 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
30313G 3 2,306 136,9 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
MUESTREO 2
ABSORBANCIA
# LOTE No. MUESTRA MEDIA % *CVv SELCAE VT
ppt ppb
30222G 1 2,269 134,7 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
30222G 2] 2,336 138,6 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
30222G 3 2,318| 137,6 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentraciéon de Aflatoxinas M;

Tabla 3.1: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de

De absorbancia para muestra de leche Nutri leche descremada UHT (Muestreo 1).
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| SERIE A
MARCA NUTRI LECHE
TIPO DESCREMADA UHT
MUESTREO 1
ABSORBANCIA
# LOTE No. MUESTR MEDIA % *CVv TTCARM,
ppt ppb
30222G 1 1,971 127,7 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
30222G 2 1,85 119,9 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
30222G 3 1,955 126,7 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
MUESTREO 2
ABSORBANCIA
# LOTE No. MUESTR MEDIA % *CVv SERCAEIVIT
ppt ppb
30322G 1 1,763 114,3 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
30322G 2 1,84 119,2 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb
30322G 3 1,742 112,9 0,0 <125 ppt __|< 0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM,;. Concentraciéon de Aflatoxinas M,

Tabla 3.2: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variacion y % de

de absorbancia para muestra de leche Nutri leche descremada UHT (Muestreo 2).
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SERIE B
MARCA LA LECHERA
TIPO DESCREMADA UHT,
MUESTREO 1
ABSORBANCIA
**CAFM,
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV
ppt ppb
30280682AA 1 2,222 131,9 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30280682AA 2 2,138 126,9 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30280682AA 3 2,322 137,8] 0,0 |[<125ppt |<0,125 ppb
MUESTREO 2
ABSORBANCIA
**CAFM1
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV
ppt ppb
23600682GB 1 2,058 122,1 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
23600682GB 2 2,32 137,71 0,0 |[<125ppt |<0,125 ppb
23600682GB 3 2,226 132,1 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M;

Tabla 3.3: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de

De absorbancia para muestra de leche La Lechera descremada UHT (Muestreo 1).

DRA. MARIA FERNANDA UGUNA ROSAS /2013

MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL

SERIE B
MARCA LA LECHERA
TIPO DESCREMADA UHT
MUESTREO 1
ABSORBANCIA
**CAFM,
#LOTE No. MUESTR| MEDIA % *CV
ppt ppb
30780682GA 1 1,567, 101,6] 00 |<125ppt |<0,125 ppb
30780682GA 2 1,531 992l 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30780682GA 3 1,797 116,2] 0,0 |<125ppt |< 0,125 ppb
MUESTREO 2
ABSORBANCIA
**CAFM1
#LOTE No. MUESTR{ MEDIA % *CV
ppt ppb
30770682EA 1 1,563 101,3 0,0 [<125ppt |< 0,125 ppb
30770682EA 2 1,799 116,6] 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30770682EA 3 1,765 1144 00 |<125ppt |< 0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M;

Tabla 3.4: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de

de absorbancia para muestra de leche La Lechera descremada UHT (Muestreo 2).
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SERIE C SERIE C
MARCA PARMALAT MARCA PARMALAT
TIPO DESCREMADA UHT TIPO DESCREMADA UHT
MUESTREO 1 MUESTREO 1
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM, **CAFM,
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE pNo. MUESTR{ MEDIA % *CcV
ppt ppb ppt ppb
F316 1 2,299 136,4 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb F327 1 1,966 1274 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
F316 2 2,468| 146,5 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb F327 2 1,849 119,8] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
F316 3 2,44 144,8] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb F327 3 1,915 124,1] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
MUESTREO 2 MUESTREO 2
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM1 **CAFM1
# LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE pNo. MUESTR{ MEDIA % *CV
ppt ppb ppt ppb
M318 1 2,359 140 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb F314 1 2,003] 129,8 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
M318 2 2,298| 136,4 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb F314 2 1,913 124 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
M318 3 2,518| 149,4 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb F314 3 1,925 124,8] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
*CV: Coeficiente de Variacion *CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M, **CAFM,. Concentracidn de Aflatoxinas M;
Tabla 3.5. Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciény % de Tabla 3.6. Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variacién y % de
De absorbancia para muestra de leche Parmalat Descremada UHT (Muestreo 1). de absorbancia para muestra de leche Parmalat Descremada UHT (Muestreo 2).

Los resultados de todas las muestras indican que las concentraciones cuantificadas estan por debajo de los limites de
deteccion de la técnica de ELISA por competencia (< 125p.p.t 6 0,125p.p.b) lo cual esta por debajo de la normativa INEN NTE
9-10 (0,5 ug/L), e internacionales FAO (0,5ug/L) y FDA 0,5 p.p.b. de aflatoxina M.
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Los valores de Logit/log de absorbancia y concentracion de aflatoxina AFMi correspondientes al primer y segundo
muestreo de leches se presentan en las tablas 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13, 3.14 correspondientes a los resultados
de las series D, E, F y G de leche entera UHT. Todas las determinaciones reportadas y obtenidas mediante el software
RIDA SOFT Win (Art No Z9999) pueden observarse en Anexo5-6.

SERIE D SERIE D
MARCA NUTRI LECHE MARCA NUTRI LECHE
TIPO ENTERA UHT TIPO ENTERA UHT
MUESTREO 1 MUESTREO 1
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM, **CAFM,
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE No. MUESTR| MEDIA % *CV
ppt ppb ppt ppb
30313G 1 2,451 145,5 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb 30202A 1 2,017 130,7] 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30313G 2 2,399 142,40 0,0 [<125ppt |<0,125 ppb 30202A 2 1,883 122] 00 |<125ppt |<0,125 ppb
30313G 3 2,545 151 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb 30202A 3 2,012 130,4f 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
MUESTREO 2 MUESTREO 2
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM1 **CAFM1
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE No. MUESTR{ MEDIA % *CV
ppt ppb ppt ppb
30222G 1 2,405 142,71 0,0 |[<125ppt |<0,125 ppb 30403A 1 1,985 1286 00 |<125ppt |<0,125 ppb
30222G 2 2,421 143,71 0,0 |[<125ppt |<0,125 ppb 30403A 2 1,947 126,2] 00 |<125ppt |<0,125 ppb
30222G 3 2,268 1346 00 [<125ppt |<0,125 ppb 30403A 3 2,017 130,7] 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M;

Tabla 3.7: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de

De absorbancia para muestra de leche Nutri Leche entera UHT(Muestreo 1).
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*CV:

Coeficiente de Variacion

**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M;

Tabla 3.8 Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de

de absorbancia para muestra de leche Nutri Leche entera UHT (Muestreo 2).
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SERIE E
MARCA LA LECHERA
TIPO ENTERA UHT
MUESTREO 1
ABSORBANCIA
**CAFM,
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV
ppt ppb
30280682AA 1 2,311 137,2 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30280682AA 2 2,413 143,2 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30280682AA 3 2,412 143,1 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
MUESTREO 2
ABSORBANCIA
**CAFM1
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV
ppt ppb
30570682GB 1 2,321 137,71 0,0 |[<125ppt |<0,125 ppb
30570682GB 2 2,35 139,5 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30570682GB 3 2,28 135,3 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M;

Tabla 3.9: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciény % de

De absorbancia para muestra de leche La Lechera entera UHT (Muestreo 1).
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SERIE E
MARCA LA LECHERA
TIPO ENTERA UHT
MUESTREO 1
ABSORBANCIA
**CAFM,
#LOTE No. MUESTR| MEDIA % *CV
ppt ppb
30740863GC 1 1,676 1086 00 |<125ppt |<0,125 ppb
30740863GC 2 1,888 1224 00 |<125ppt |<0,125 ppb
30740863GC 3 1,551 1005 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
MUESTREO 2
ABSORBANCIA
**CAFM1
#LOTE No. MUESTR{ MEDIA % *CV
ppt ppb
30660840FG 1 1,829 1185 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30660840FG 2 1,84 119,2] 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
30660840FG 3 1,922 1246 00 |<125ppt |<0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M;

Tabla 3.10: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de

de absorbancia para muestra de leche La Lechera entera UHT (Muestreo 2).
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SERIE F SERIE F
MARCA PARMALAT MARCA PARMALAT
TIPO ENTERA UHT TIPO ENTERA UHT
MUESTREO 1 MUESTREO 1
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM, **CAFM,
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE pNo. MUESTR{ MEDIA % *CcV
ppt ppb ppt ppb
F316 1 2,524 149,8] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb E308 1 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
F316 2 2,395 142,1 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb E308 2 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
F316 3 2,307, 136,9 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb E308 3 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
MUESTREO 2 MUESTREO 2
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM1 **CAFM1
# LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE pNo. MUESTR{ MEDIA % *CV
ppt ppb ppt ppb
M318 1 2,391 141,9 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb E318 1 1,829 118,5 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
M318 2 2,439 144,7 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb E318 2 1,84 119,2] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
M318 3 2,511 149 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb E318 3 1,922 124,6) 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
*CV: Coeficiente de Variacion *CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M, **CAFM,. Concentracidn de Aflatoxinas M;
Tabla 3.11: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de Tabla 3.12. Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de
De absorbancia para muestra de leche Parmalat entera UHT (Muestreo 1). de absorbancia para muestra de leche Parmalat entera UHT (Muestreo 2).
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SERIE G
MARCA TONY
TIPO ENTERA UHT
MUESTREO 1
ABSORBANCIA
**CAFM,
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV
ppt ppb
10800 1 2,361 140,1 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
MUESTREO 2
ABSORBANCIA
**CAFM1
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV
ppt ppb
14369 1 2,488 147,7 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M;

Tabla 3.13: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variacion y % de

De absorbancia para muestra de leche Tony entera UHT (Muestreo 1).

SERIE G
MARCA TONY
TIPO ENTERA UHT
MUESTREO 1
ABSORBANCIA
**CAFM,
#LOTE No. MUESTR{ MEDIA % *CV
ppt ppb
12241 1 1,812 117,4] 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb
MUESTREO 2
ABSORBANCIA
**CAFM1
#LOTE No. MUESTR| MEDIA % *CV
ppt ppb
13323 1 1,899 123,1] 0,0 |<125ppt |<0,125 ppb

*CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM,. Concentracidn de Aflatoxinas M;

Tabla 3.14: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variacion y % de

de absorbancia para muestra de leche Tony entera UHT (Muestreo 2).

Los resultados de todas las muestras indican que las concentraciones cuantificadas estan por debajo de los limites de

deteccidn de la técnica de ELISA por competencia (< 125p.p.t 6 0,125p.p.b) lo cual esta por debajo de la normativa INEN NTE
9-10 (0,5 ug/L), e internacionales FAO (0,5ug/L) y FDA 0,5 p.p.b. de aflatoxina M.
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Los valores de Logit/log de absorbancia y concentracion de aflatoxina AFMi correspondientes al primer y segundo
muestreo de leches se presentan en las tablas 3.15, 3.16, correspondientes a los resultados de la series H de leche entera
pasteurizada. Todas las determinaciones reportadas y obtenidas mediante el software RIDA SOFT Win (Art No Z9999)

pueden observarse en Anexo 5-6.

SERIE H SERIE H
MARCA NUTRI LECHE MARCA NUTRI LECHE
TIPO ENTERA PASTEURIZADA TIPO ENTERA PASTEURIZADA
MUESTREO 1 MUESTREO 1
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM, **CAFM,
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE pNo. MUESTR{ MEDIA % *CcV
ppt ppb ppt ppb
30409MZ 1 2,273 134,9 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb 30508M3 1 1,775 115 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
MUESTREO 2 MUESTREO 2
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM1 **CAFM1
# LOTE [ No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE pNo. MUESTR{ MEDIA % *CV
ppt ppb ppt ppb
30410MZ 1 0 0 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb 30507M2 1 1,799 116,6) 0,0 <125 ppt  |< 0,125 ppb
*CV: Coeficiente de Variacion *CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracion de Aflatoxinas M, **CAFM;. Concentracion de Aflatoxinas M,
Tabla 3.15. Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de Tabla 3.16. Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de
De absorbancia para muestra de leche Nutri Leche entera Pasteurizada. de absorbancia para muestra de leche Nutri Leche entera UHT (Muestreo 2).

Los resultados de todas las muestras indican que las concentraciones cuantificadas estan por debajo de los limites de
deteccion de la técnica de ELISA por competencia (< 125p.p.t 6 0,125p.p.b) lo cual esta por debajo de la normativa INEN NTE
9-10 (0,5 ug/L), e internacionales FAO (0,5ug/L) y FDA 0,5 p.p.b. de aflatoxina M.
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Los valores de Logit/log de absorbancia y concentracion de aflatoxina AFMi correspondientes al primer y segundo
muestreo de leches se presentan en las tablas 3.17, 3.18, correspondientes a los resultados de la serie | de leche entera
cruda. Todas las determinaciones reportadas y obtenidas mediante el software RIDA SOFT Win (Art No Z9999) pueden

observarse en Anexo 5-6.

SERIE | SERIE |
MARCA LECHE ENTERA MARCA LECHE ENTERA
TIPO CRUDA TIPO CRUDA
MUESTREO 1 MUESTREO 1
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM, **CAFM,
#LOTE | No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE pNo. MUESTR{ MEDIA % *CcV
ppt ppb ppt ppb
12/02/2013 1 2,456 145,8] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb 12/03/2013 1 1,592 103,2] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
MUESTREO 2 MUESTREO 2
ABSORBANCIA ABSORBANCIA
**CAFM1 **CAFM1
# LOTE [ No. MUESTRA| MEDIA % *CV #LOTE pNo. MUESTR{ MEDIA % *CV
ppt ppb ppt ppb
19/02/2013 1 2,372 140,8] 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb 19/03/2013 1 1,922 124,6) 0,0 <125 ppt |< 0,125 ppb
*CV: Coeficiente de Variacion *CV: Coeficiente de Variacion
**CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M; **CAFM;. Concentracidn de Aflatoxinas M;
Tabla 3.17: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de Tabla 3.18: Valores de la media, absorbancia, coeficiente de variaciony % de
De absorbancia para muestra de leche Entera Cruda (Muestreo 1) de absorbancia para muestra de leche Entera cruda UHT (Muestreo 2).

Los resultados de todas las muestras indican que las concentraciones cuantificadas estan por debajo de los limites de
deteccidn de la técnica de ELISA por competencia (< 125p.p.t 6 0,125p.p.b) lo cual esta por debajo de la normativa INEN NTE
9-10 (0,5 ug/L), e internacionales FAO (0,5ug/L) y FDA 0,5 p.p.b. de aflatoxina M.
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Al comparar los resultados obtenidos de las diferentes clases de leche
por su contenido de grasa o0 por su proceso de no es posible estimar la
concentracion de aflatoxinas AFM1 para ninguna de ellas por estar por debajo

del limite de deteccién debajo de 125 ppt.

Considerando que la sensibilidad de la técnica de ELISA no ha permitido
determinar la concentracion de aflatoxinas contenidas en la leche y con la
finalidad de determinar las concentraciones de AFM1 con una técnica de mayor
sensibilidad como lo es la cromatografia liquida de alta resolucion HPLC se
realizd la cuantificacion de una muestra de leche descremada seleccionada
de manera aleatoria y los resultados se reportan a continuacion y el

cromatograma puede observarse en el anexo 9.

Muestra TECNICA DE  ELISA | TECNICA HPLC Ndmero de Lote
COMPETITIVA

Nutri Leche Entera | <0,125ppb 0.018 ppb 3086801AG

Descremada

Tabla 3.19: Valores de Aflatoxina AFM1 determinados por HPLC

El resultado obtenido mediante HPLC sefala también que la concentracion de
AFM1 esté por debajo de las concentraciones sefialadas por las normas INEN
NTE 10: 2012 y FAO que es de 0,5Y ug/Kg y segun la FDA corresponde a
0,5ppb
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3.2 . DISCUSION:

Para este este estudio se aplicé la técnica de ELISA competitiva y se tomo
como referencia la normativa nacional INEN NTE 9-10: 2012 (0,5 pg/L o 0,5
p.p.b.) y las internacionales establecidas por la FDA (0,5 p.p.b. ) vy la FAO
(0,5 pg/L 00,5 p.p.b.). Los valores de AFM 1 obtenidos en los dos muestreos
fueron inferiores al limite de deteccion de la técnica (0,125 p.p.b.), valor inferior
a la concentracion de aflatoxinas AFM1 permitido por la norma, por lo tanto las
distintas clases de leche estudiadas en esta investigacion podrian

considerarse seguras y aptas para su consumo.

Para la seleccion de la técnica se tomé en cuenta la simplicidad y facilidad del
montaje puesto que se requiri6 un volumen pequefio de muestra, la

preparacion de esta es simple y permite el analisis de varias muestras a la vez.

Los valores de concentracion de aflatoxina demuestran que los diferentes
tipos de leches cruda, pasteurizada y ultrapasteurizada comercializadas en la
ciudad de Cueca cumplen con las normas exigidas y si se comparan los
resultados con los de otras investigaciones como los reportados en Arequipa-
Perd por Ortiz en 2009 quien aplico la misma técnica de ELISA y concluyo
gue ninguna muestra de leche analizadas estuvo contaminada con aflatoxina
M1 y que los valores encontrados estan por debajo de los establecidos por la
FDA y FAO; la misma situacibn se encuentra en estudios realizados en
Argentina pues la bibliografia reporta que Lopez en 2003 estudio la presencia
de AFM1 en los distintos tipos de leche encontrando valores inferiores a los
exigidos por la FDA y la FAO.

Falla en 2010 indica que en paises como Irdn, se han encontrado
concentraciones de AFM1 en leche pasteurizada, con rangos de 0.0058 a
0.5285 pg/L, mayores a las detectadas en nuestro estudio; sin embargo se
reportan una incidencia mayor (26.7%) de muestras por encima del LMR
establecido por la Union Europea. Pérez en 2010 indica en estudios
realizados en el altiplano Mexicano que los resultados reportados menciona

una incidencia de 59 % de contaminacion por AFM1 en leches cruda,

DRA. MARIA FERNANDA UGURNA ROSAS /2013

61



MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL

ultrapasteurizada y organica, excediendo en todos los casos el LMR propuesto
por la FAO y Unién Europea, lo cual difiere de nuestros resultados obtenidos
donde todas las muestras analizadas en nuestra investigacion, estan por

debajo de los LMR de AFM1 establecido por la FDA' Y FAO.

DRA. MARIA FERNANDA UGURNA ROSAS /2013

62



B

NGO nmi

MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL

CONCLUSIONES

DRA. MARIA FERNANDA UGURNA ROSAS /2013

63



=

-

MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL

4.1.

V.

CONCLUSIONES:

Concluida la investigacién respecto a la hip6tesis en su segunda ni  se
rechaza ni se acepta, tan solo se la puede estimar ya que ninguna de
las leches analizadas reportan concentraciones de aflatoxina que
superen la normativa. Encontrando en todas las muestras analizadas
valores (< 0,125ppb) lo cual esta por debajo de la norma INEN NTE 9-10
(0,5 ug/L), e internacionales FAO (0,5ug/L) y FDA 0,5 p.p.b. de
aflatoxina M, siendo la leche de buena calidad y segura para el
consumo como complemento nutricional.

Respecto a la primera parte de la hipétesis no es posible comparar las
concentraciones pues la sensibilidad de la técnica no permitio la
determinacién de la concentracion de aflatoxinas sino que se estima

gue los valores estan por debajo del limite de sensibilidad de la misma.

De acuerdo con los objetivos planteados para el estudio se concluye:

Los niveles de aflatoxina encontrados por la Técnica de ELISA estan por

debajo de los limites de deteccion de la técnica de ELISA por competencia

(< 125p.p.t 6 0,125p.p.b) lo cual también esta por debajo de la normativa
INEN NTE 9-10 (0,5 ug/L ), e internacionales FAO (0,5ug/L) y FDA 0,5
p.p.b. de aflatoxina M.

Se determind  aflatoxina AFMi en leche cruda, pasteurizada y
ultrapasteurizada consumidas en la ciudad de Cuenca y se concluye que
los niveles encontrados de aflatoxina AFM1 estan por debajo de los
limites establecidos por la normativas nacional INEN NTE 9-10 y las
internacionales FAO Y FDA.
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V.
5.1. RECOMENDACIONES
* .Realizar estudios de aflatoxinas usando técnicas mas sensibles que ELISA

debido a que esta tiene una sensibilidad no suficiente para determinar
cuantitativamente concentraciones bajas de la toxina FML1.

» Dado el riesgo toxicolégico de aflatoxinas se recomienda realizar estudios
en otros alimentos como derivados lacteos, cereales, frutos secos, maiz
ya que son también alimentos de consumo masivo por parte de la
poblacion.

* Es importante contar con laboratorios certificados o especializados en la
deteccion de aflatoxinas en nuestro pais para garantizar una mejor calidad

del alimento ante la sociedad.
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ANEXO 1: Kits RIDASCREEN FAST AFLATOXIN M1
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ANEXO2: Contenido Nutricional Para Leche Cruda, Pasteurizada Y Ultrapasteurizada.

TIPO
MARCA NUTRI LECHE
ENTERA UHT (CAJA AZUL) DESCREMADA UHT (CAJA VERDE) ENTERA PASTEURIZADA (FUNDA AZUL)
Tamano por porcion: 1 vaso(200 mil) Tamano por porciéon: 1 vaso(200 ml) Tamano por porcion: 1 vaso(200 ml)
Porciones por envase: 5 Porciones por envase: 5 Porciones por envase: 5
Cantidad por porcién: Cantidad por porcién: Cantidad por porcion:
- Grasa total.. - Grasa total... - Grasa total... .6,2g
- Sodio......... .. .125z90 mg
- Carbohidratos totales... - Carbohidratos totales... 10 g - Carbohidratos totales... .10 g
- Proteinas - Proteinas - Proteinas ..6 g
LA LECHERA
ENTERA UHT (CAJA AZUL) DESCREMADA UHT (CAJA CELESTE SWELTI)
Tamafo por porcion: 1 vaso (240 ml) Tamafo por porcién: 1 vaso (240 ml)
Porciones por envase: 4 Porciones por envase: 4
Cantidad por porcion: Cantidad por porcion:
g ~Grasatotal....... ... ... ... .. ........ ~Grasatotal....... ... ... ... ... ...... 19
N
T = Carbohidratos totales... . = Carbohidratos totales. ..
E o [PIREUSIAE S cososocoocoosoocasossocoooooe ° [FrReEMESocosossosocoosoosasoasosoooons
N PARMALAT
I; ENTERA UHT (CAJA AZUL CON ROJO) DESCREMADA UHT (CAJA AZUL CON ROJO)
o Tamano por porciéon: 1 vaso (240 ml) Tamano por porcién: 1 vaso (240 ml)
Porciones por envase: 4 Porciones por envase: 4
N Cantidad por porcién: Cantidad por porcién:
u - Grasa total.. - Grasa total...
; - Sodio......... oo
1 = Carbohidratos totales... = Carbohidratos totales...
Cc - Proteinas - Proteinas
1 TONY
o ENTERA PASTEURIZADA UHT (CAJA
: Tamafo por porcion: 1 vaso (240 ml)
L Porciones por envase: 4
Cantidad por porcion:
cGrasatotal............. ...
= Carbohidratos totales...
© PreieiiESk cosonsooooosocnsaccooosoeaana
LECHE CRUDA *
Tamafo por porciéon: 100 mi
Cantidad por porcion:
cGrasatotal............ ...
- Sodio
= Carbohidratos totales...
© [PrESlMESk cosonsooooosocnsaccooosocnana

Fuente: * (http://bibdigital.epn.edu.ec/bitstream/15000/3978/3/CD-3755.pdf)
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1.685E
1.465E
1.235€
0.980E
0.666E
0.422E
2.359E
2.298E

- Plate Values
2 3 4 5 6
2518E 2511E 2524E 2322E 2.545E
2361E 2321E 2395 2336E 2405
2488E 2350E 2307E 2318E 2421E
2058E 2280E 2311E 2299E 2.268E
2320E 2388E 2413E 2468E 2.456E
2226E 2339E 2412E 2440E 2372E
2391E 2306E 2222E 2451E 2273E
2439E 2269E 2138E 2399E 0.000
38, Standard curve

3.0~
25
2.0+
1.5
1.0+
L 05
° -
4 0.0
' .05
t
-1.0
-1.5+
20
25
3.0+
35— ; ; S S
125.0 250.0 500.0 1000.0
Concentration (ppt)
x-Axis(zero point) = 688.1
slope =-2.5

Corr.Coeff.: 0.9976

50% inhibition = 688.1
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ANEXO No03: Tabla resumen de los valores de absorbancia y concentracién de

aflatoxina AFM1y curva estandar correspondientes al primer muestreo

FAST Aflatoxin M1
12. Apr. 2013, Logit/Log, Ser.No: 11109.146
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Standards j

j Conc.(ppt) / A(Mean) ’

(Coeff. of Var.: 0.0%)

(Coeff. of Var.: 0.0%)
500.0 0.980

(Coeff. of Var.: 0.0%)

(Coeff. of Var.: 0.0%) |

(Coeff. of Var.: 0.0%)
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ANEXO 4: Resultados de los valores de absorbancia y concentracion de aflatoxina

AFM: estandar correspondientes al primer muestreo reportado por el laboratorio
certificado LIVEXLAB.

FAST Aflatoxin M1
12. Apr. 2013, Logit/Log, Ser.No: 11109.146
— Standards - —_ — — —
Ser. No. Concentration Absorbance 8/80 calculated Deviation
ppt (Mean) (CV) (%) ppt (%)

1 0.0 1.685 00 1000

2 1250 1.465 00 869 117.56 60

3 2500 1235 00 733 26856 74

4 500.0 0.980 00 582 506.25 12

5 1000.0 0.666 00 395 1022.85 23

L] 2000.0 0422 00 250 1911.54 44

——— Samples - — — — — -
Ser. No 0 Absorbance calculated . = ppt

(Mean) (CV) (%) opt

1 235 00 1400 not calculable! 1.00

2 2208 00 1384 not caiculable! 1.00

3 o 2518 00 1494 not caiculable! 1.00

4 2381 00 1401 not caiculable! 1.00

5 2488 00 1477 not calculable! 1.00

6 2058 00 1221 not caiculable! 1.00

7 2320 00 1377 not caiculable! 1.00

8 2226 00 1321 not calculable! 1.00

9 = 2391 00 1419 not calculable! 1.00

10 S 2439 00 1447 not calculable! 1.00

1 2511 00 1490 not calculable! 1.00

12 2321 00 1377 not calculable! 1.00

13 235 00 1395 not calculable! 1.00

14 2280 00 1353 not calculable! 1.00

15 2388 00 1417 not calculable! 1.00

16 2339 00 1388 not calculable! 1.00

17 2308 00 1389 not calculable! 1.00

18 2269 00 1347 not calculable! 1.00

CARIDAWINFOODWWASTWAFLAMI MET
Page20of4
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FAST Aflatoxin M1
12. Apr. 2013, LogivLog, Ser.No: 11109.146
77777 Samples — e
Ser. No 10 calculated = - ppt
(Mean) (CV) (%) oot
19 — 2524 00 1498 not calculable' 1.00
20 2395 00 1421 not calculable! 1.00
21 2307 00 1369  notcelculable! 1.00
22 - 2311 00 1372 not caiculable! 1.00
- — 2413 00 1432 not caiculable! 1.00
- S w— 2412 00 1431 not caiculable! 1.00
25 2222 00 1319  not calculable! 1.00
26 2138 00 1269 not caiculable! 1.00
27 S 2322 00 1378 not calculable! 1.00
- — 233 00 1386 not caiculable' 1.00
. — 2318 00 1376 not calculable' 1.00
30 2200 00 1364 not calculable! 1.00
31 2468 00 1465  not calculable! 1.00
32 2440 00 1448 not caiculabdle! 1.00
33 — 2451 00 1455 not caiculable! 1.00
- 2 o— 2399 00 1424 not caiculabdle! 1.00
- — 5 26545 00 1510 not caiculable! 1.00
36 2405 00 11427 not caiculable! 1.00
7 24217 00 1437 not calculable! 1.00
- —— . 2268 00 13460 not caiculable! 1.00
- — 2456 00 1458 not caiculabdle' 1.00
“0 2372 00 1408  notcalculable! 1.00
41 —— 2273 00 1349 not calculable' 1.00
A2 1 s 0000 00 0o not calculabdble’ 1.00

CARIDAWINF OODWASTWFLAMI MET
Oana2afa
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ANEXO 5: Informe de resultados de los Valores de absorbancia y concentracién

de aflatoxina AFM1y curva estandar correspondientes al segundo muestreo
reportados por el laboratorio certificado LIVEXLAB.

FAST Aflatoxin M1
14. May 2013, Logit/Log, Ser.No: 11109.146
Plate Values
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

15438 1551E 1.799E 1966E 2012E 1840E 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
1446E 1820E 1.765E 1849E 1985E 1.742E 0000 0.000 0.000 0000 0000 0.000
1358E 1840E 1998E 1915€ 1047E 1812E 0000 0.000 0000 0000 0000 0.000
1158E 1922E 2025€ 2003E 2017E 1.899E 0000 0000 0.000 0000 0000 0.000
0807E 1567E 2045€ 1913E 1971E 1775€ 0000 0.000 0000  0.000 0000  0.000
0545€ 1531E 2029E 1925€ 1850E 1.799E 0000 0000 0.000 0000 0000 0.000
1676E 1.793E 2075€ 2017E 1.955€ 1592E 0000 0.000 0000 0000 0000 0.000
1888E 1563E 1.786E 1883E 1.763E 19226 0000 0000 0000 0000 0000 0.000

IOMMOO®>»

Standards
38, Standard curve
Conc.(ppt) / A(Mean)
30
25 125.0 1.446
20 (Coeff. of Var.: 0.0%)
sl 250.0 1.358
(Coeft. of Var.: 0.0%)
1.0; 500.0 1.158
L 05 (Coeft. of Var.: 0.0%)
: 0.0+ 1000.0 0.807
= (Coef!. of Var.: 0.0%)
t 10! 2000.0 0.545
) (Coeff. of Var.: 0.0%)
1.5
2.0
25
.30
3.5 : ‘ +
1250 2500 5000 10000  2000.0
Concentration (ppt)

x-Axis(zero point) = 1178.0
slope =-2.8

Corr.Coeff.: 0.9963

50% inhibition = 1178.0

DRA. MARIA FERNANDA UGUNA ROSAS /2013 78



MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL

ANEXO 6: Resultados de los valores de absorbancia y concentracion de aflatoxina

AFM; correspondientes al segundo muestreo reportados por el laboratorio certificado

LIVEXLAB.
FAST Aflatoxin M1
14. May 2013, Logit/Log, Ser.No: 11109.146
Standards
Ser. No. Concentration Absorbance B/B0 calculated Deviation
ppt (Mean) (CV) (%) ppt (%)
1 0.0 1.543 0.0 100.0
2 125.0 1.446 0.0 93.7 131.68 53
3 250.0 1.358 0.0 88.0 23391 64
“ 500.0 1.158 0.0 75.0 48228 35
5 1000.0 0.807 0.0 523 1093.27 9.3
6 2000.0 0.545 0.0 353 1924.16 38
Samples -
Ser. No. 1D Absorbance calculated 3 = ppt
(Mean) (CV) (%) ppt
1 1676 00 1086 not calculable! 1.00
2 1888 00 1224 not caiculable! 1.00
3 1551 00 1005 not calculable! 1.00
AN dale SR 1829 00 1185 not caiculable! 1.00
5 L 1840 00 1192 not calculable! 1.00
S S 1922 00 1246 not caiculable! 1.00
Tale Eln il 1567 00 1016 not caiculable! 1.00
8 1531 00 992 Probe < Std2 1.00
SNE W S 1.793 00 1162 not caiculable! 1.00
0 L 1563 00 1013 not caiculable! 1.00
" 1.799 00 1166 not caiculable! 1.00
128 A .. 1765 00 1144 not caiculable! 1.00
13 1998 00 1295 not calculable! 1.00
SASE W N e 2025 00 1312 not calculable! 1.00
15 2045 00 1325 not calculable! 1.00
16 2029 00 1315 not calculable! 1.00
17 2075 00 1345 not calculable! 1.00
18 1786 00 1157 not calculable! 1.00

DRA. MARIA FERNANDA UGUNA ROSAS /2013 79



MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL

FAST Aflatoxin M1
14. May 2013, Logit/Log, Ser.No: 11109.146
- - — - — s.ms - — — ——— —
Ser. No. D Absorbance calculated = = ppt
(Mean) (CV) (%) ppt
19. L & 1 seeemees 1966 00 1274 not calculable! 1.00
20 1849 00 1198 not calculable! 1.00
7 1 | el 1915 00 1241 not calculable! 1.00
22 = N 2003 00 1298 not calculable! 1.00
- e e 1913 00 1240 not calculable! 1.00
AT I B AL e 1925 00 1248 not calculable! 1.00
254 B B B 2017 00 1307 not calculable! 1.00
O ur i o e 1883 00 1220 not calculable! 1.00
7 { L S 2012 00 1304 not calculable! 1.00
28 0 e 1985 00 1286 not caiculable! 1.00
20 . e 1947 00 1262 not calculable! 1.00
.+ 2017 00 1307 not calculable! 1.00
< 1 e 1971 00 1277 not calculable! 1.00
< e e 1850 00 1199 not calculable! 1.00
< < T S 1955 00 1267 not caiculable! 1.00
S41" 1 1 e 1763 00 1143 not calculable! 1.00
SOLL W g e 1840 00 1192 not calculable! 1.00
90 il B i 1.742 00 1129 not calculable! 1.00
<] (R P T " 1812 00 1174 not calculable! 1.00
c._. SR 1899 00 1231 not calculable! 1.00
c. - N 1.775 00 1150 not caiculable! 1.00
40 e 1799 00 1166 not caiculable! 1.00
417 1592 00 1032 not calculable! 1.00
428 A A BT 1922 00 1246 not calculable! 1.00
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ANEXO 7: Informe de la medicién de Aflatoxina AFM1 por HPLC de Leche Nutri
Leche Entera Descremada UHT realizada por Proyecto VLIR “Alimentacion,
nutricion y salud de la Universidad de Cuenca.

PROGRAMA VLIR-IUC # Vi
A Int
COOPERACION INTER UNIVERSITARIA VYLIR :
UNIVERSIDAD DE CUENCA Universidad de Cuenca-Consejo de Universidades Flamencas VOS ey .

Proyecto “Alimentacion, nutricién y salud”
“Food, nutrition and health”

Con atencion a: Dra. Fernanda Ugufia
Fecha de entrega de la muestra: 26/09/2013

Fecha de entrega de resultados: 27/09/2013

MUESTRA: Leche descremada UHT

ANALISIS: Aflatoxina M,

TECNICA: HPLC-FLD

RESULTADOS:

Concentracion (ug/kg)

Aflatoxina M 0.018

Limite de deteccion: 0.015 pg/kg

Biog. Gabriela Astudillo R.

Direccién: Manuel Albornoz y Cerezos Quinta Balzay
Telf; 074051000 Ext: 4124
E-mail: johana.ortiz@ucuenca.edu.ec

Cuenca-Ecuador
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Acg. Operator : Johana Seqg. Line : 2
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 2
Injection Date : 9/27/2013 1:57:44 PM Inj : 1
Inj Volume : 20 ul
Acqg. Method : I:\VLIR-LC1200\DATOS\2013\AFM1 270913 2013-09-27 13-33-34\AFM1.M
Last changed : 8/14/2013 12:23:54 PM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LCI1200\METODOS\AFMI1.M
Last changed : 8/14/2013 12:23:54 PM by Johana
FLD1 A, Ex=365, Em=450 (2013\AFM1_270913 2013-09-27 13-33-3411309000002.D) o,
LU
0.006 - =
i <
j 1 <
| 0.0055
0.005 -
0.0045 |
| 2
| bl
0.004 | i ©
! =99
0.0035 - | o
o0
o]
0.003 R e
YRAW = o
L0 @O
0.0025 - Y 553
0.002 -
SN 25 5 7510 125 15 1
Area Percent Report
Sorted By 5 Signal
Calib. Data Mcdified : 8/14/2013 12:23:51 PM
Multiplier: b 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLD1 A, Ex=365, Em=450

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] LU *s5 2
wEas [ Suammse | ===== [ [ | e e | s s i s e
Ef 3.222 BV 0.1764 2.63141le-3 3.6633°°?
2 3.546 Vv 0.1330 2.99576e-3 4.1705 ?
3 3.805 vv 0.1096 4.10770e-3 5.7185 ?
4 4.083 Vv 01187 2.,39821e=2 1 33.3867 AFM1
5 4.403 Vv 0.0565 7.36642e-4 1.0255.72
6 4.558 vV 0.1018 3.24287e-3 4.5146
7 4.720 vV 0.0712 6.37104e-4 0.8869 72
8 4,972 vV 0.1365 2.6038%-3 3.6250 7
9 5.164 vV 0.0519 5.64809%e-4 0.7863 ?
IR / LC1200 9/27/2013 3:10:43 PM Johana Page
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Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] LU *5 %

e | [ [ | == | === R
10 5.380 vV 0.1412 1.6614le-2 23.1293 AFB1
il 5.6048 VV 0.1164 3.64321e-3 5.071¢8 ?

12 5.814 VvV 0.0818 1.8239%6e-3 2.5392 ?

13 6.176 VV 0.1729 4.63861le-3 6.4576 7

14 6.473 VV 0.0894 7.43676e-4 1035377

15 6,714 VvV 0.1178 1.80920e-3 2.5187 ?

16 6.919 VBA 0.0624 1.05636e-3 1.4706 ?
Totals : 7.18314e-2

2 Warnings or Errors

Warning : Invalid calibration curve, (AFMIL)
Warning : Invalid calibration curve, (AFBI)

®hE Fad Of -Reperl. *%=

U/ LC1200 9/27/2013 3:10:43 PM Johana Page
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GLOSARIO DE TERMINOS

» Aductos.- Nueva especie quimica AB formada por combinacion de dos
entidades moleculares A y B, sin que se produzca ningun cambio en la
conectividad en los atomos de las moléculas A y B. Son posibles
estequiometrias distintas de 1:1. Pueden formarse aductos intermoleculares
entre grupos A y B de una misma molécula. Un aducto es un producto de
adicién que se forma, sin pérdidas moleculares, entre las sustancias que se
unen. Desde un punto de vista quimico estricto esto so6lo ocurre en las
reacciones de Diels-Alder, con formacion de cicloaductos. En Toxicologia se
aplica usualmente el término aducto a los productos formados entre un
xenobidtico, 0 sus metabolitos activos, y una macromolécula biologica, por
ejemplo, 6xido de etileno y ADN.

» ADUCCIONES.- Movimiento por el cual un miembro o un érgano se acerca al
eje central del cuerpo.

» Apoptosis.- f. Biol. Modalidad especifica de muerte celular, implicada en el
control del desarrollo y el crecimiento. Proceso fisioldgico previsto de muerte y
desintegracion de tejidos dentro del desarrollo normal de los seres vivos.

» Bases de shiff.- Compuesto intermedio de vida media muy corta, que se
forma durante algunas reacciones quimicas por reacciéon de un grupo amino
con un grupo carbonilo.

» Biotransformacion.- Proceso en el cual un organismo vivo modifica una
sustancia quimica. Serie de eventos fisiolégicos de un organismo para
modificar las sustancias tanto enddégenas como exdgenas y transformarlas en
metabolitos que puedan ser reabsorbidos y excretados.

Cualquier transformacion quimica de una sustancia producida por organismos
Vivos 0 por preparaciones obtenidas de estos. Nagel, 1991.

» Carcinogénicos.- (del griego carcinogenic). Relativo a la capacidad de inducir
el desarrollo de un cancer denominado también cancerigeno; cancerégenico.

» Codon.- m. Biol. Triplete que, en un ARN mensajero, codifica la incorporacién
de aminoacidos especificos en la biosintesis de proteinas.

» EPOXIDO.- m. Quim. orRG. Compuesto organico que contiene un atomo de
oxigeno unido a dos atomos de carbono enlazados entre si.

» Genotéxicos.- Toxico (dafiino) para el ADN. Las sustancias genotdxicas
pueden unirse directamente al ADN o actuar indirectamente mediante la
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afectacion de las enzimas involucradas en la replicacion del ADN y causando,
en consecuencia, mutaciones que pueden o no desembocar en un cancer.
Las sustancias genotdxicas no son necesariamente cancerigenas, pero la
mayor parte de los cancerigenos son genotéxicos.

» Glicolisis.- (Del ingl. glycol). m. Quim. Molécula que posee grupos alcohdlicos
sobre atomos de carbono adyacentes.

» Gluconeogénesis.- (glyconeogenesis). Sintesis de glucosa a partir de
precursores tales como piravico, lactato, ciertos aminoacidos y productos
intermedios del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

» HIDROXILACION.- Colocacién de un grupo hidroxilo en un compuesto en una
posicion donde no existia antes.(DeCS SERVER)

» Inmunosupresores (immunosuppressive). Sustancia o técnica que atenua o
evita una respuesta inmunitaria.

» LD50: La cantidad de una sustancia quimica que es letal a la mitad (50%) de
los animales experimentales expuestos a él.
LD50s se expresan como el peso de la sustancia por unidad de peso corporal
(mg/kg). Puede ser alimentado (LD50 oral), aplicado a la piel (LD50 cutaneo)
o administrado en forma de vapores (inhalacion DL50)

» Micotoxicosis: Envenenamiento provocado por sustancias toxicas de origen
fangico. Estas incluyen ingestion de hongos venenosos o la ingestion de
granos, semillas, hojas muertas caidas, tallos, frutos, forraje afectados por
micelio o diversas estructuras fungicas.

» Mutagenicidad: Capacidad de un agente biolégico, quimico o fisico para
inducir cambios heredables (mutaciones).

» Mutagénicos: adj. Biol. Capaz de producir mutaciones.

» Nefrotoxicidad: Afectacion renal por téxicos, que se caracteriza por
alteraciones funcionales o estructurales Pueden ser productos quimicos o
bioldgicos, que actuan de forma directa o a través de sus metabolitos, y que
pueden ser ingeridos, inhalados, inyectados o producidos por el propio
organismo. Por ejemplo, se encuentran entre estos agentes toxicos:
antibioticos diversos, analgésicos y antiinflamatorios, antineoplasicos, metales
pesados, contrastes iodados, disolventes organicos, inmunosupresores, etc.
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» Oncogeénesis: f. Med. Origen y produccién de los tumores malignos.

> Organo diana: (target orgam). Aquel en el cual un toxico ejerce su accion de
manera preferente, dafidndolo o alterando su funcion.

» Receptores especificos: En todo organismo vivo existen unos elementos

celulares encargados de percibir las modificaciones que se producen en el
medio exterior o su propio cuerpo. Los dispositivos encargados de captar
estas informaciones se denominan receptores, consistentes normalmente en
una célula nerviosa, conectada con el sistema nervioso central, de forma que
la informacion recibida por él es transferida a éste, el cual elabora la
respuesta correspondiente.
La estimulacién continua del receptor produce una fatiga en la transmisién de
la informacion. Se habla entonces de una adaptacion del receptor cuyo
mecanismo es especifico. Existen, asi, unos receptores de baja adaptacion,
como son los del dolor, oido, posiciébn (macula), y unos de alta adaptacion,
que se adaptan facilmente y solo transmiten informacién si se producen
cambios en la intensidad del estimulo. Estos ultimos tienen, pues, una funcion
de prediccion.

» Saprofitos: adj.-s. BloL. Dicese del organismo que se desarrolla sobre
sustancias organicas en descomposicion.

» Transversion: Mutacion puntual que consiste en el cambio de un nucledtido
por otro de distinta clase (es decir, purina por pirimidina o pirimidina por
purina).

» Teratogénicos: adj. Biol. Que produce malformaciones en el embrion o feto.

» Toxicos: Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto
adverso para la salud. Todos los agentes fisicos y quimicos son toxicos
potenciales, ya que su accion depende de la dosis y de las circunstancias
individuales y ambientales.

» Toxicogénesis: Proceso por el que algunas bacterias y otros organismos
patogenos producen toxinas en el medio en que viven. Biol. Produccion de
toxinas por organismos patégenos
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