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RESUMEN

Es bien sabido por muchos en el area de alimentos la existencia de
micotoxinas cancerigenas en su gran mayoria, en alimentos especialmente
granos como por ejemplo el maiz, una de las micotoxinas mas difundida en
nuestra region por las condiciones climaticas es la aflatoxina producida por
los hongos Aspergillus tales como A. flavus, A. parasiticus y A. nomius, con
efectos normalmente hepatocancerigenos; en este trabajo de investigacion
gueremos dar una alternativa diferentes a las existentes, para la deteccion
de las Aflatoxinas, que basicamente es una propuesta de un “‘método
biologico” para la deteccién indirecta de aflatoxina, el cual gira en torno a la
hipotesis cientifica planteada: “Que existe un efecto antimicrobiano de las
Aflatoxinas” en palabras resumidas. En el siguiente trabajo de investigacion
se prob6 en primera instancia esta hipotesis, para lo cual se utilizé tres
microorganismos de prueba y se seleccionara aquel que sea congruente con
la hipotesis planteada, en caso de existir mas de un microorganismo que
ratifiquen esta hipotesis se seleccionara uno solo segun nuestro criterio, a

éste se le denominara microorganismo de prueba. La existencia o no de



éste microorganismo determinard en gran parte la vialidad técnica del

método.

Una vez que se determiné el microorganismo de prueba apto para el
método, se establece la dosis minima con letalidad total en una dilucion
determinada, con este dato se disefia una metodologia que establezca
como limite de deteccion la concentracion maxima permitida segun la norma
NTE INEN 187:95; el método determinard la presencia o no de la micotoxina
basandose en la inhibicion o no del microorganismo de prueba en las placas
de PCA (Plate Count Agar) incorporado con la extraccion de micotoxina del

alimento a analizarse.

De ser exitoso este método serviria como incentivo para futuras
investigaciones bajo el mismo principio no probado antes y tomando como
base ésta propuesta para perfeccionarlo buscando microorganismos mas
adecuados y/o evolucionando el método en uno cuantitativo también y/o

usandolo para deteccién de otras toxinas comunes en alimentos.

Este método tendria desventajas frente a los ya tradicionales (por el tiempo
gue llevan en el mercado mas no por su estandarizacion) metodos rapidos
gue se basan en antigeno-anticuerpo, una de ellas es el tiempo que tomaria,

ya que tratdndose de bacterias el tiempo minimo para un resultado no sera



v

menos de 24 horas, pero tendria ventajas como las del costo del método y
ademas seria una incursibn en un campo poco explorado en la

biotecnologia.
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INTRODUCCION

A lo largo del tiempo y desde sus inicios en civilizacién el hombre ha
almacenado granos principalmente para su supervivencia, pero solo
desde hace wunas pocas décadas es sabido que un mal
almacenamiento de estos granos puede causar la presencia de
micotoxinas, que son producidas por ciertos hongos en condiciones
especiales de humedad, tiempo y temperatura, que son muy comunes
en los llamados mal almacenamiento de granos en silos generalmente
improvisados o0 cuando el tiempo de almacenamiento es
excesivamente largo. Una de las micotoxinas que primero se descubrid
y mas abundante en nuestra region y el mundo es la aflatoxina, que se
la asocia comunmente a granos como el maiz, ésta toxina se descubrid
en la década de los 60’s por la muerte de aves domésticas y se la
llamo inicialmente la enfermedad X por desconocerse en primera

instancia su origen.



Actualmente la mayor parte de paises en el mundo y el 100% de los
paises llamados desarrollados tienen normativa para controlarla en
alimento animal y humano; lo cual también ha venido de la mano con
pruebas de deteccién y cuantificacion cada vez méas simples y
accesibles gracias a la biotecnologia; congruente con esta historia
nosotros como investigadores del area de alimentos e interesados en
gue nuestro pais se desarrolle mas el control para la toxina en
mencién, queremos poner nuestro granito de arena proponiendo un
nuevo método de deteccidn indirecta con base en principios bioldgicos,
para esta mortal micotoxina, el cual lo describiremos y desarrollaremos

en este trabajo de investigacion.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos
especificos, que representan un riesgo directo a la salud del consumidor
(1). Existen varias micotoxinas en el mundo, estas varian de acuerdo del
tipo de alimento que se esté tratando, asi como también a las
condiciones en las que se encuentre el alimento, y otros factores que se
mencionaran posteriormente.

La presente tesis trata especificamente acerca de las aflatoxinas, que es
una micotoxina hepatotdxica principalmente (10); lo que se tratara es una
nueva metodologia para la deteccion, la cual a diferencia de las
existentes en el mercado posee la innovacion de que se basa en un

principio biolégico como es el crecimiento microbiano.



1.1. Planteamiento del problema

Existen muy pocas pruebas de deteccién cualitativa indirecta de
aflatoxina en el pais y se basa en el principio antigeno-anticuerpo
como el que se utiliza para la medicion en el método ELISA; ésta es
una tecnologia totalmente extranjera y los materiales utilizados son
importados en su totalidad, lo que encarece un poco estas pruebas y
no las hace accesibles a las medianas y pequefias empresas de
alimentos que la pudieran necesitar para mantener un adecuado
control de sus productos; sin sumarle a esto las politicas de gobierno

para encarecer las importaciones exceptuando a las materias primas.

En la siguiente tesis, se propone como solucidbn un nuevo método
cualitativo para deteccion indirecta de aflatoxinas, este método es una
propuesta radical en el mundo de las pruebas biotecnoldgicas, debido
a que la base del mismo es netamente biolégica y no bioquimica
como tradicionalmente presentan este tipo de pruebas. Ademéas que
se califica como un paso importante la incursion de investigadores
ecuatorianos en esta rama de la tecnologia, la cual siempre ha sido

propiedad de paises desarrollados en cuanto a origen de patentes.



1.2. Objetivos

A continu

de tesis p

acion se plantean los siguientes objetivos para el proyecto

ropuesto:

1.2.1. Objetivo general

Pro

puesta de un método biolégico para la deteccion de

Aflatoxinas en los alimentos.

1.2.2. Objetivos especificos:

Proponer y demostrar que es posible determinar la
existencia de toxinas en alimentos, por métodos de

deteccion con base biologica.

Disefiar una metodologia para determinar la presencia de

aflatoxinas en alimentos alternativa a las existentes.

Dar una alternativa econdmica, adicional a las que se
encuentran en el mercado, para la deteccién de aflatoxinas

en alimentos.

Dar un primer paso como investigadores ecuatorianos en

este campo de la tecnologia y demostrando que no esta



reservado a instituciones de paises desarrollados con

equipos de alta sofisticacion.

e Presentar un bosquejo de andlisis de costos por medio del
cual se determinard la viabilidad del proyecto a nivel

comercial.

1.3. Antecedentes

Mediante el paso de los afios han ocurrido varios brotes de
aflatoxicosis en varios paises, provocando asi muertes y generando
dudas para la apertura de investigaciones acerca de las causas de

este fenémeno.

La aflatoxicosis es una toxinfeccion causada debido al consumo de

alimentos que contienen aflatoxinas.

A continuacibn se presentan los brotes mas relevantes de

aflatoxicosis en el mundo:



AFLATOXICOSIS EN ANIMALES

En el aflo 1960, en Inglaterra, ocurrié la muerte de 100.000
pavipollos que fue denominada en ese entonces la enfermedad

“X”. Al corto tiempo, hubieron brotes similares en aves de corral

7).

En el afio 1997, en Colombia, se reportd la presencia de AFB1

en alimentos tanto de consumo animal como humano (6).

En el afio 2005, en Venezuela, se presentd el Caso Purina que
establece que los alimentos “Dog Chow” y “Cat Chow”,
fabricados en Venezuela por PURINA, tienen presencia de
aflatoxinas; lo que provocod la muerte de centenares de

mascotas (6,9).

AFLATOXICOSIS EN HUMANOS

En el afio 1981, en el oeste de India, debido a la ingestién de
pan que habia sido elaborado con harina procedente de maiz
enmohecido, ocasionado por un mal almacenamiento con alta

humedad por un tiempo prolongado, la aflatoxicosis afecto a



mas de 200 personas causando la muerte en el 10% de ellas y
la hospitalizacion por aproximadamente 8 semanas del 80% de

ellas (8).

Tabla 1: Tabla de distribucién en edad y sexo de los
pacientes afectados

EDAD (ARDS) HOMERES MUJERES TOTAL

1 0 a i

1-4 3 3 E
54 17 10 bl
10-14 7 12 b
1524 b 7 b
2530 bl 13 5
3544 17 & 3
1550 16 2 18
5564 3 a 3
mids de 65 a a a
TOTAL 140 &0 200

En el afio 2004, en las zonas rurales de Kenia, el consumo de
maiz, y productos elaborados a base de esta materia prima,
contaminadas con aflatoxinas, afectdé aproximadamente a unas

317 personas, provocando la muerte de 125 de ellas (8).



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Aflatoxinas en los alimentos.

Debido a su frecuencia de aparicion en diversos tipos de alimentos
las aflatoxinas representan un gran riesgo a la salud humana, por lo
gue se decidio realizar un estudio para corroborar sus caracteristicas
como el posible efecto antibidtico, (que se piensa tienen todas la
micotoxinas), frente a otros tipos de microorganismos diferentes al
hongo productor (11), y permitiendo su prevalencia, por lo que, se
desea sacar beneficio de dichas propiedades para disefiar un
meétodo de deteccion de la misma aflatoxina basado en ese efecto.

Hace unas pocas décadas una de las que hoy identificamos como

micotoxina, especificamente patulina era usada como antibidtico
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para humanos, hasta que se descubrié sus efectos toxicoldgicos.
Esta propiedad antibidtica de la patulina le asegura al hongo
productor su prevalencia frente a otros microorganismos cuando se

compite por un mismo recurso (12).

En el siguiente capitulo se habla de las aflatoxinas de forma general,
presentando su definicion, caracteristicas como agente téxico, y el
riesgo que podria presentar a la salud humana, debido a la gran

importancia de esta micotoxina en la actualidad.

2.1.1. Definicién y hongo productor

Las aflatoxinas son un tipo de micotoxinas hepatotdxicas
producidas por cepas toxigénicas de los hongos del género
Aspergillus, principalmente por el Aspergillus Flavus y el
Aspergillus Parasiticus, siendo el Aspergillus Flavus el principal
productor de la Aflatoxina B1 y B2, el Aspergillus Parasiticus el

principal productor de B1, B2, G1y G2 (6,2).

En la Figura 2.1, se presenta una foto microscopica tomada del

género Aspergillus.
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Figura 1. Género Aspergillus (13)

Existen otros tipos de hongos productores de esta micotoxina,
asi como de su tipo especifico, de los cuales se hablara
posteriormente. Estos hongos son; el Aspergillus
pseudotamarii, el Aspergillus caelatus y el Aspergillus nomius,
reconocido por ser productor de las Aflatoxinas G1y G2 (10).

Cabe recalcar que los factores de crecimiento del hongo
productor, no necesariamente son los mismos que los de la
micotoxina, debido a la existencia de cepas no toxigénicas en
el hongo; asi como, la ausencia del hongo productor, no implica
gue el alimento esté libre de aflatoxinas, ya que las aflatoxinas,
poseen mayor resistencia, ante ambientes adversos, que el

Aspergillus (14).
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2.1.2. Composicion quimica

Debido a su composicion quimica, las aflatoxinas pertenecen a
la familia de las difurano-cumarinas. De acuerdo a ella se han
clasificado en dos grupos, las que pertenecen a la serie 1-
difuro-cumaro-ciclo-pentanona, que son la AFB1l, AFB2,
AFB2A, AFM1, AFM2, AFM2A vy aflatoxicol, y las que
pertenecen a la serie 2-difuro-cumaro-lactonas, que son la
AFG1, AFG2, AFG2A, AFGM1, AFGM2, AFGM2A y AFB3 (4).

De las cuales se hablara en mayor proporcion posteriormente.

De su composicién quimica su parte mas reactiva es el anillo
lactonico. Gracias a la presencia del nucleo bifurano, las
aflatoxinas poseen gran rigidez lo que favorece la interaccion

con algunos componentes celulares (5).
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2.1.3. Clasificacion de las Aflatoxinas

Existen variedades de aflatoxinas, dependiendo del tipo de
hongo productor, se han identificado hasta el momento 18
variedades de aflatoxinas (2), entre las cuales se podria indicar
que las méas importantes, debido a su frecuencia en los
alimentos, son la B1, B2 producidas por el Aspergillus Flavus,

como se mencion6 anteriormente.

La B1, B2, G1, G2 producidas por el Apergillus Parasiticus, y
las M1 y M2 que son metabolitos hidroxilados de la Aflatoxina

B1 (3).

A continuacion, en la figura 2.3, se presenta una breve
clasificacion de las aflatoxinas mas importantes, como lo son la

AFB1, AFB2, AFGl y AFG2.
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Figura 1. Aflatoxina B, (AFB ):2.3, 6ad, 9aa-TETRAHI-  Figura 2. Aflatoxina B, (4FB,) 2, 3, 6a, 8, 9, 92 a-HEXA-
DRO-4-METOXICICLOPENTA (C) FURQ (372%4,5) DIDRO-4-METOXICICLOPENTA (C) FURO (3'2"4.3)
FURQ (2,3-h) (1) BENZO-PIRANO-1, 11-DIONA. FURQ (2.3-h) (1) BENZO-PIRANQ-1,11-DIONA.
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Figura 3. Aflatoxina G, (4FGJ 3,4,7a, 10 a-TETRAHI-  Figura4. Aflatoxina G, (AFG ) 3,4,7a, 8, 10, 10a a-HEX-
DRO-5-METOXI-1H, 12H-FURO-(3"2"-4,5) FURQ (2,3- AHIDRO-5-METOXI-]1H, 12H-FURQ (3"2"4,5) FURQ

Figura 2: Clasificacion de las Aflatoxinas (4)

En general se podria decir que las Aflatoxinas mas conocidas
se clasifican en tres grandes tipos; la Aflatoxina B, la cual se
divide en B1 y B2, la Aflatoxina G, que se divide en G1y G2,y

la Aflatoxina M, que a su vez se divide en M1y M2.
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Se les dio el nombre de AFB y AFG debido al color
fluorescente que presentan bajo luz ultravioleta siendo la B de

color azul: “blue”; y la G de color verde: “green” (4).

Las principales aflatoxinas son la B1 y la G1, mientras que los
otros tipos de aflatoxinas son derivados de estas mencionadas;
como lo es la AFB2 y la AFG2, que son dihidroderivados de la
AFB1 y la AFG1,; las aflatoxinas M1 y M2 son derivados
hidroxilados de la AFB1 y AFB2, como ya se menciond

previamente; y asi con diversos tipos de aflatoxinas (4).

ESTERIGMATOCISTINA AFLATOXINA M

Figura 3: Composicion quimica de otros tipos de Aflatoxinas
(15)



16

2.1.4. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas

Se comenzarda describiendo las rutas bioquimicas que utiliza el
hongo para la produccién de la aflatoxina, posteriormente se
describiran las caracteristicas culturales y morfoldgicas
respectivamente. Se tomard en cuenta el A. flavus y el A.
parasitucus; debido a que son productores de los principales

tipos de aflatoxinas (B1 y G1) o de las mas conocidas.

Segun Guzman 2007, la aflatoxina se sintetiza por la ruta
metabdlica de los policétidos y las reacciones involucradas
incluyen condensacién, oxidacion, reduccién, alquilacién vy
halogenacion, llevando a la formacion de una molécula que
consiste en un anillo cumarin unido a wuna unidad
bisdihidrofurano y a una ciclopentanona. Estos metabolitos se
forman por la condensacion del acetil-coenzima A y malonil
coenzima A, dando lugar al acetil-S Coenzima A, la cual sera la
molécula iniciadora de la AFB1. Dentro de la via biosintética, la
formacion de la versicolorina A es particularmente relevante, ya
gue es la primera molécula en la via de la AFB1 que contiene

un doble enlace en la posicion de la molécula del bisfurano.
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Este doble enlace es el blanco para la activacion de una

molécula altamente reactiva (16).

A continuacién, en la figura 2.4 Se presenta paso a paso los

productos formados en la ruta metabdlica para la produccion de

Aflatoxinas.
Proposed Gene
Acetyl CoA Activities
Malonyl CoA ' FAS stc]
, SR Y PKS stcK
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W\’\ Averantin
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w\* 5-Hydroxyaverantin
Ho o
) ¢ Dehydrogenase stcG
. &i)&? Averufin
on ‘ o ¢ Oxidation stcB and stcW
HW\:” 1-Hydroxyversicolorone
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oH 9 oH
""m‘i"” Versiconal Hemiacetal Acetate
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1o ersicolorin BV Oxidation + stcS

i

| Dioxygenation
Y
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Figura 4: Ruta Metabdlica para la produccion de
Aflatoxinas (16)
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Las caracteristicas culturales a considerar son la temperatura,
el pH y la actividad de agua, es decir, los factores generales de

crecimiento del hongo productor.

Las caracteristicas culturales para el desarrollo del Aspergillus
flavus son las siguientes; una temperatura que oscile entre los
10°C y los 43°C, pero cabe recalcar, que la temperatura éptima
de este hongo es entre 20 y 30°C; una actividad de agua
Optima de 0.99; y maxima de 0.998; y un pH que oscila entre

los valores de 2,1y 11,2 (17).

En cuanto al Apergillus parasiticus, se indicaron las siguientes
caracteristicas; en cuanto a la temperatura, el crecimiento del
hongo productor se da a partir de los 30°C, mientras que el de
la aflatoxina, se da desde los 28°C, de manera 6ptima; la
actividad de agua requerida para el crecimiento de este hongo
es relativamente menor que el del Aspergillus flavus,
optimamente es necesaria una actividad de agua igual a 0.87;y
este hongo es mas sensible al pH, debido a que su crecimiento
es viable en un rango de 4 como minimo, ya se inhibe el
crecimiento a un pH menor, y como maximo tiene un valor de 7

@an).
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En las caracteristicas morfoldégicas del género Aspergillus,
podemos encontrar que este tipo de hongo posee cabezas
conidiales, que pueden tener 4 tipos de formas diferentes,
pueden ser de forma globosa, radiada, columnar o claviforme

(10).

Existen dos formas de ver la morfologia de este tipo de hongo,
de forma macroscopica, y de forma microscopica; de forma
macroscopica en si, lo que se puede apreciar es la coloracion
proporcionada por el hongo, la cual varia dependiendo del
hongo especifico que se esté tratando, como por ejemplo es de
color verde-amarillento en caso de A. Flavus, blanco o verde-
azulado en caso del A. fumigatus, etc.; y también se puede
apreciar la textura del hongo, que puede ser de tipo granular,
aterciopelada, etc. Mientras que la morfologia microscépica nos
permite tener una mejor visualizaciéon de la forma del hongo
gue se esta tratando, para asi obtener una correcta

identificacion del género tratado (10).

A continuacion se presenta una figura de la morfologia

microscoépica del Aspergillus spp., detallando sus partes.
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cabaza
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Figura 5: Morfologia MicroscOpica del Aspergillus spp. (10)

Es importante indicar los factores de crecimiento del género
Aspergillus de forma general, para lo cual se presenta una
tabla, con valores de temperatura y actividad de agua para

diversas especies del género Aspergillus.
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Tabla 2: Rangos de temperatura y actividad de agua de varias especies
del género Aspergillus (10)

Temperatura 2C Actividad de Agua
Rango Optimo Minimo Optimo

Especies
A, flovus Gads 35a37 0,78 0,35
A, vesicolor 4339 25330 0,78 0,95
A, candidus 3add 254332 0,73 0,904 0,98
A. fumigatus 10a 55 40242 0,85 0,98 a 0,99
B. roquefortii <5-35 25 0,82 0,99

2.1.5. Alimentos que se encuentra

Los alimentos mas propensos al ataque micético de aflatoxinas
son los cereales, semillas y frutos secos, en general los
alimentos en los que se ha encontrado gran produccion y

crecimiento de aflatoxinas es en maiz, trigo y arroz (20).

A continuacion, se presenta la siguiente figura 2.6, donde
podemos apreciar el ataque micético a los alimentos mas

sensibles, que son el maiz y el trigo.
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Figura 6: Maiz y trigo contaminados con Aflatoxinas

Existen varias fuentes de alimentos contaminados, estas
dependen del tipo de aflatoxinas que se esté tratando, por
ejemplo, la aflatoxina M1 y M2 por lo general es encontrada en
la leche, debido a que esta micotoxina es un hidroxilado de la
aflatoxina B1, esta es generada debido a la ingesta del animal,
de alimento contaminado con aflatoxina B1, y asi excretada

mediante la leche, como aflatoxina M1 (8).
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Existen otras variedades de alimentos, cuyo proceso de
contaminacion es debido a la ingesta del animal de un alimento
contaminado con aflatoxinas, en estos casos se puede
mencionar los huevos, el higado, y la leche, como se indico

previamente.

2.1.6. Niveles permitidos

A continuacion se presenta un cuadro con los niveles de accion
permitidos por la FDA de Estados Unidos en alimentos para

animales y leche:
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Tabla 3: Niveles de accion para aflatoxinas permitidos por la FDA
de U.S.A en alimentos para animales y leche (21)

algodon y otros ingredientes para alimento de
ganado de leche, especies animales 0 usos no
especificados antes, o cuando el uso de intencion
es desconocido

1,2,

Producto Nivel Accién (ppb) I
Productos de maiz y mani con intencién de 300
terminar ganado de carne (por ejemplo: feedlot)
Harina de semilla de algodon con intencion de 300
alimentar ganado de carne, cerdos, o aves (sin
tener en cuenta edad o estado de crecimiento)
Productos de maiz y mani con intencién de 200
terminar cerdos de 100 libras 0 mas
Productos de maiz y mani con intencion de cria de 100
de ganado de carne, cerdos, o aves maduras
Productos de maiz, mani y otros alimentos e 20
ingredientes para animales, excluyendo harina de
semilla de algoddn (para animales inmaduros)
Productos de maiz, mani, harina de semilla de 20

Leche

0.5 (Aflatoxina M,)

A continuacion se presentan datos bibliograficos de los niveles de

accién y tolerancia para aflatoxinas totales establecidos por la FDA

para los alimentos mas propensos al ataque micoético: (22)
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“Los niveles de accion vigentes en la actualidad para aflatoxinas

totales, establecidos por la FDA para el maiz y mani, son los

siguientes:

Hasta 20 ppb de aflatoxinas en maiz y mani para consumo de
humanos, animales jovenes, vacas lecheras y cuando su uso

es desconocido.

Hasta 100 ppb en maiz y mani para consumo de pie de cria

en bovinos, pie de cria de porcinos y para aves.

Hasta 200 ppb en maiz y mani destinado para el acabado de

cerdos de engorde (cerdos de mas de 45kg).

Hasta 300 ppb en maiz y mani para consumo de bovinos de

engorde”
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2.2. Efectos en la salud.

Las aflatoxinas poseen caracter hepatotdxico, como ya se mencioné
previamente, y son consideradas carcinogénicas, por lo cual
representan una gran preocupacion para los consumidores, también

son consideradas teratogénicas y mutagénicas (10).

2.2.1. Organo Target.

El principal 6rgano que se ve afectado por la contaminacion de
aflatoxinas es el higado, causando en este la produccion de

higado graso, necrosis y hemorragias, por lo general (14).

Debido a que es una micotoxinas hepatotéxica, los 6rganos
mas afectados son el higado principalmente, y los rifiones, pero
también se ha encontrado que puede afectar el sistema
inmune, el sistema nervioso y también el sistema reproductivo

(14).

Una de las enfermedades mas conocidas, que causa este tipo

de micotoxina, es el carcinoma hepatocelular, que se da
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especificamente a la contaminacion por aflatoxina B1, que en
si es cancer al hepatico, y tiene mayor incidencia en regiones

de Asia y Africa (23).

Figura 7: Carcinoma Hepatocelular

2.2.2. Efectos toxicos sobre el organismo.

Existen dos tipos de efectos téxicos debido al consumo de
aflatoxinas, el agudo y el crénico. Al referirse a una exposicion
aguda, se entiende que el afectado ha estado en contacto con
un toxico, durante periodos cortos de tiempo, pueden ser dias,
pero a dosis elevadas del toxico, y al referirse a una exposicion

aguda, esto indica que el afectado ha estado en contacto con el
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toxico por periodos largo, a dosis no necesariamente elevadas,
esta Ultima presenta sus efectos de forma tardia y después de

un largo periodo de la contaminacién (14).

En el efecto agudo del consumo por aflatoxinas existen varias
sintomatologias para la deteccion del toxico, como lo son
diarreas, fiebre, vomitos, falta de hambre, depresion, lo que
conllevan a enfermedades como la hepatitis aguda, las cuales,
dependiendo del tipo que se presente, y el momento en que

sea detectada, puede llegar hasta a la muerte (14).

La exposicion crénica es mas comun, y posee efectos mas
adversos y dafiinos, y debido a su largo periodo es mas dificil
su deteccién y su tratamiento. Este tipo de exposicién permite
la formacion de células cancerigenas en el cuerpo, debido a la
biotransformacion que sufren las aflatoxinas en el organismo, la
cual afecta en su mayoria y de forma mas drastica al ADN,
dividiendo asi la exposicion cronica en tres efectos, el

mutagénico, el carninogénico y el teratogéenico (10, 14).

El efecto mutagénico tiene gran importancia, debido a que este

es heredable a futuras generaciones. Mediante la realizacion
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de varios estudios a bacterias y levaduras, se ha concluido que
las aflatoxinas son unos potentes mutagénicos, debido a la
gran cantidad de cambios producidos en la cadena de ADN,

especialmente en aquellas ricas guanina-citosina.

El efecto carninogénico se da debido a la unién de la AFB1-8,9
epoxido con el N7- de la Guanina del ADN, lo que conlleva
como producto final a la formacion de formamidopirimidina
permitiendo asi la formacién de tumores en el organismo, y la

mutacion de la cadena d ADN de guanina a timina (14).

Para tener presente los efectos toxicos producidos en el
organismo, es importante conocer las posibles vias de entrada
de la toxina al organismo. La Unica via de entrada de las
aflatoxinas es por via oral, y asi esta se absorbe en el

organismo, produciendo los efectos previamente mencionados.
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2.3. Métodos comunes de mediciéon de Aflatoxinas en alimentos.

Es de gran importancia en la industria alimenticia la capacidad de
determinar la presencia de este tipo de toxicos en la materia prima,
antes de ofrecer un producto a la venta, debido a los riesgos que esta
conlleva y al atentado ante el consumidor, por lo tanto, se presentan a
continuacion varios métodos para la deteccion de aflatoxinas.
Existen tres métodos conocidos para la deteccion de aflatoxinas en
una muestra determinada, estas son (24):

¢ Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

e Cromatografia en capa delgada (CDD)

e Cromatografia de gases (CG)

e Ensayo de inmunoabsorcion ligado a la enzima (ELISA)

Estos son los métodos mas comunes que existen para la medicion

de aflatoxinas en el medio.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO RENDIMIENTO

Este método emplea diversas columnas dependiendo del tipo y
estructura quimica de la micotoxina que se esté tratando. En si,
permite la deteccibn mediante fluorescencia con luz ultravioleta u
otros detectores de fluorescencia una vez aislada la toxina y

purificada la muestra (24).
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Este método es el mas aplicado en la industria, debido a su
precisibn y a los diversos tipos de aplicaciones que se han
encontrado en este método, como lo es el uso de espectrometria
de masas, lo que permite la realizacion de mayor cantidad de

andlisis (24).

A continuacion, en la figura 2.8, se presenta el proceso de
medicion de aflatoxinas mediante cromatografia liquida de alto

rendimiento.

Vélvula 2

injacggsl;u:u:sua atrapamiento matriz
loop 200 pL loop 1000 pL

HT-HHPN

muestra Desague
(Matriz) _‘ : |I

q controlador
‘ { ] temperatura

200

Bomba |HPLC

"

Caja relais

Liquido
portador

Fig.1. Esquema del sistema de separacion de matriz en linea y nebulizacion(HPLC-HT-HHPN).

Figura 8: Proceso HPLC (25)



32

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

Este método proporciona varias ventajas, debido a que permite
analizar gran cantidad de muestras por andlisis, lo cual lo hace en
un método econdmico y facil de aplicar, debido a que sélo es
necesaria su determinacion la ayuda de luz ultravioleta, o luz
visible. Los compuestos usados en este tipo de analisis son faciles
de conseguir y no son de gran costo, por lo cual se podria indicar

que es otra ventaja econdmica del uso de este método (24).

A continuacion, en la figura 2.9, se presenta el resultado de la

cromatografia de capa delgada.

Figura 9: Cromatografia en capa delgada (26)
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CROMATOGRAFIA DE GASES

Esta técnica es muy usada en la industria alimentaria debido a su
capacidad de deteccion en muestras como semillas y cereales.
Esta ligada con varios tipos de tecnologias, como lo es la
espectrometria de masas, detectores de ionizacion, o detectores
de captura de electrones, haciéndolo asi un método avanzado
para la deteccion y cuantificacion de aflatoxinas o micotoxinas
presentes en una muestra determinada (24).

En la figura 2.10 se presenta el proceso de la cromatografia de

gases para la medicion de aflatoxinas.

Gas Chromatograph

temperatire

gange
injection
port detector

recorder

I

|

thermostatted
chamber

carrier .
gas supply syinEs chromateram

Figura 10: Cromatografia de gases (27).
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ENSAYO DE INMUNOABSORCION LIGADO A LA ENZIMA

Este es el método méas conocido de todos, también conocido como
ELISA, cuya funcién principal es formar un complejo antigeno-
anticuerpo, para asi ver la competencia que existe entre la
micotoxina y la micotoxina conjugada, por la unién de sitios con los
anticuerpos, después es afiadida la enzima, proporcionando asi
una coloracién dependiendo del tipo de reacciéon que ha ocurrido

(24).

A continuacion, en la figura 2.11, se presenta el proceso de ELISA

competitivo para la deteccién de aflatoxinas.
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Figura 11: Proceso de analisis de ELISA competitivo (28).
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA A PARTIR DEL PLANTEAMIENTO

DE UNA HIPOTESIS CIENTIFICA

3.1. Exposicién de la Hipotesis a Probar

Desde hace algunos afios se manejan hipétesis de que en el futuro
no se usaran animales para probar medicamentos sino Unicamente
bacterias como modelos de experimentacion, e incluso se ironiza con
el derecho de las bacterias. Estas proyecciones se basan en que
algunas bacterias son muy similares a los seres humanos en algunos
aspectos enzimaticos; segun estas perspectivas se planteé que
ciertas bacterias y el hombre podrian compartir sensibilidades a un

determinado nimero de toxinas comunes, entre estas toxinas de
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interés en alimentos se tiene a las aflatoxinas que es en la que se

basara el presente trabajo de investigacion.

En caso de que una bacteria presente sensibilidad esto se reflejara en
la inhibicién del crecimiento microbiano, lo cual se puede usar para
determinar si existiere o no aflatoxinas en niveles no permitidos en un

alimento con un procedimiento adecuado.

A pesar que los sistemas biolégicos tienen muchas variables que
controlar, que podria ser una razon para no usarlos en métodos de
detecciones indirectos como el que se plantea; se cree que este
planteamiento podria probar que bajo ciertas condiciones se pueden

obtener resultados repetitivos y confiables.

Metodologia para probar la hipotesis cientifica.

El método de deteccidbn que se disefla en caso de probarse la
hipotesis cientifica y de ser viable, consiste en los siguientes pasos:
primero, se usara un método de extraccion de aflatoxina convencional
con metanol al 70% del alimento a analizar (sugerido por la USDA de

USA); segundo, se agregara un determinado volumen en mililitros de
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esta extraccion a una fiola con un agar PCA previamente esterilizado
(el volumen exacto que se debe agregar se determinar4 en la
experimentacion con la que se probard la hipétesis cientifica y se
describe mas adelante en esta misma seccion); tercero, se inoculara
en este agar descrito por siembra en masa (18) un microorganismo de
prueba sensible a la toxina que determinara con su crecimiento o
inhibicion total (no aparicion de ninguna colonia) a las 24, 48 o 72
horas de incubacién la presencia o no de la aflatoxina
respectivamente en el alimento analizado. A continuacion se muestra
un esquema en el que se resume y grafica de mejor manera los pasos

del método.



Metanol 70%

—>

Agar PCA estéril —>

Cajas Petri

—>
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=

Extraccion de micotoxina
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Incubacién

-

Interpretacion de
Resultados

Figura 12: Pasos del Método Propuesto

Elaborado por: Vargas & Veladsquez, 2013.
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Para probar la hipotesis cientifica y disefiar el método de deteccion,
primero se dio las condiciones para que se contamine una muestra de
alimento en este caso maiz con aflatoxinas, para lo cual se le dio el
tiempo, humedad y temperaturas necesarias para aquello; de esta se
extrajo  por el método convencional, con lo que se obtuvo
intencionalmente 3.5 litros de una solucion de aflatoxina en metanol al
70% a una concentracion de 90 ppb validada por el laboratorio

PROTAL-ESPOL, con la solucion se trabajo toda la experimentacion.

El medio de cultivo que se usé para incorporar la aflatoxina como ya
se ha mencionado, fue PCA, porque es un medio de cultivo no
selectivo, lo cual hace que el Unico inhibidor del medio sea la
aflatoxina incorporada (descartando con la experimentacion que el
metanol residual tenga efecto inhibidor sobre los microorganismos de

prueba), esto también se refleja en un menor costo del medio.

Segun lo previsto se seleccionaron 3 microorganismos de prueba
congruente con los criterios expuestos en la seccion 3.2.1 de este
mismo capitulo, los cuales se inocularon por siembra en masa (18) a
25 placas con 5 concentraciones diferentes incluyendo la

concentracion O ppb; se hicieron dos corridas, la primera fue con un
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propésito exploratorio y con concentraciones totalmente lejanas segun
criterio personal, en la segunda corrida de pruebas que ya se hizo con
un solo microorganismo también se escogid 5 concentraciones
incluida la testigo (0 ppb de aflatoxina) segun los resultados obtenidos
de la primera corrida exploratoria, es decir, una vez que se encontrd
la concentracion menor de aflatoxina en que se inhibié el 100% del
crecimiento microbiano (del microorganismo de prueba seleccionado),
se escogieron nuevamente 5 concentraciones menores e igual a la
determinada y equidistantes; todo esto para poder encontrar la
concentracion minima en que se inhibe el 100% del crecimiento
microbiano (ausencia de crecimiento microbiano) con una mayor
sensibilidad, en base a esa concentracién se disefié el método, se
probaron dos cargas iniciales (10M1 y 1072), y se escogio la mas
conveniente segiin como se presentaron los resultados y tomando en
cuenta para este punto aspectos como tamafo y forma de la colonia

entre otras; en conclusion se trabajé por quintuplicado.

La primera concentracion minima determinada en la corrida
exploratoria tendra 10 datos por ser el punto de partida para la
segunda y asegurarse que no sea un resultado casual. Vale recalcar
que al final de la prueba de hipotesis, y en caso de ser exitosa, se

escogera uno de los tres microorganismo de prueba seleccionados el
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cual sera parte del disefio y concepcion del método cualitativo de
deteccién de aflatoxina. En los siguientes sub-numerales de esta
seccibn se detallardn los pasos y métodos seguidos en la

metodologia expuesta.
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CORRIDA EXPLORATORIA.

Microorganismo A Microorganismo B Microorganismo C
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(11 2] 3] [4] [5] (11 [2]1 (3] [4] [3] (1] 3] 4] [B]
Concentraciones Concentraciones Concentraclnnes
de Aflatoxina de Aflatoxina de Aflatoxina
SEGUNDA CORRIDA

Microorganismo A, Bo C

OO0
QOO0
OO0
OOOOO
OOOOO)

(1] [2] B 4] [5]
Concentraciones
de Aflatoxina

Figura 13: Disefio de Experimento

Elaborado por: Vargas & Veladsquez, 2013
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3.2.1. Seleccion de los microorganismos a probar

A los microorganismos se los clasificO convenientemente de la
siguiente manera para su seleccion: Probiéticos Humanos,
Patégenos Humanos, Tecnoldgicos (Procesos como pan) y
Descomponedores. En esta clasificacion expuesta se excluye
de forma voluntaria microorganismos extremofilos y en su
mayoria se incluyen microorganismos mesofilos, porque
l6gicamente son los microorganismos mas cercanos en cuanto
a requerimientos bioquimicos y culturales al del ser humano. A
continuacibn se explica de qué manera se dio la

discriminacion.

Para la seleccion de los 3 microorganismos de prueba se
tuvieron en cuenta los siguientes aspectos explicados a
continuacion:

e Disponibilidad y acceso _en el medio: Que existan

distribuidores en el pais y se puedan comprar sin
restriccién alguna.

e No exista un riesgo para la salud: Que no implique un

riesgo a la salud del analista
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Que se declare el microorganismo en la etiqueta del

cultivo comercial

Para la discriminacion solo se escogera una ‘“clase” de
microorganismo; de dicha clase saldran tres

microorganismos al azar.

“clase”. Esta clasificacion divide a los microorganismos

involucrados al area de alimentos de la siguiente

manera segun criterio personal.

Microorganismos Probidticos Humanos: Son todos

aquellos microorganismos capaces de sobrevivir y
adaptarse en el tracto digestivo de los seres humanos y

generar un beneficio mutuo.

Microorganismos Patégenos Humanos: Son todos

aquellos microorganismos capaces de causar una

toxiinfeccion alimentaria.

Microorganismos _Tecnolégicos: Son todos aquellos

microorganismo capaces de generar un beneficio
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tecnoldégico u organoléptico a un alimento humano sin

gue este cause dafio alguno al mismo.

Inicio: M. Probidticos Humanos, M. Patdgenos

Humanos, M. Tecnolbgicos

Disponibilidad y acceso en el medio: no se
discrimina ninguna clase de microorganismo debido
a gue todos cumplen esta caracteristica, ya sean los
patégenos en las empresas que distribuyen pruebas
rapidas para los mismos (se obtienen en
suspensiones inactivos), los probidticos en las
farmacias o los tecnoldgicos en las empresas

distribuidoras de starteres.

No exista un riesgo para la salud: Aqui se
discrimin6 a los microorganismos patdgenos
humanos, aunque se encuentran cepas puras
comercialmente en distribuidoras de pruebas rapidas
importadas, y a pesar de venir inactivas, se cree que
representan un riesgo potencial a la salud de la

persona involucrada en el ensayo, el cual es
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innecesario si se puede trabajar con bacterias de otra
naturaleza. Ademas los microorganismos patégenos
siempre presentan una tendencia a mutar mas rapido
gue otros tipos, y en algin momento si fueran
sensibles podrian desarrollar resistencia a las

aflatoxinas como lo hacen con los antibidticos.

Que se declare el microorganismo en la etiqueta
del envase comercial: esto es importante porque a
pesar que esté disponible la bacteria comercialmente
y sea facilmente accesible, si no se conoce con
exactitud cual es, aumentara la incertidumbre de la
experimentacion y su entendimiento, siendo esto una
variable mas desconocida (innecesario si se puede
evitar), por eso, en este criterio se descartd
microorganismos Tecnoldgicos porque la mayoria de
las marcas no declara la cepa exacta que estan
vendiendo por asuntos comerciales totalmente
entendible, como por ejemplo en el caso de los

starter de CHR-HANSEN.
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En estas instancias es logico pensar que se
escogeran tres probidticos al azar, también se
destaca que sélo existen 4 probiéticos de venta libre
en las principales farmacias del pais de los cuales se
seleccionaron aleatoriamente los siguientes:
Lactobacillus acidophilus

Bacillus clausii

Saccharomyces boulardii

A los microorganismos seleccionados se les
comprobo las cargas iniciales, tanto declaradas como
en el caso del Bacillus clausii (Nombre comercial
ENTEROGERMINA) y no declaradas como en el
caso del Saccharomyces boulardii (Nombre
comercial FLORATIL) y el Lactobacillus acidophilus
(Nombre comercial LACTEOL) las cuales se

presentan en la siguiente tabla:
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De aqui en adelante se identificardA en esta tesis los

microorganismos de la siguiente manera:

o Lactobacillus acidophilus (microorganismo a)
o Bacillus clausii (microorganismo b)
o Saccharomyces boulardii (microorganismo c)

3.2.2. Pruebas de metanol residual en el crecimiento microbiano

Como ya se explicé en el punto 3.3 la extraccidon de micotoxina
se realiza en metanol al 70%, pero como es bien sabido el
metanol como muchos alcoholes tiene efecto bactericida,
porque disuelve las membrana fofoslipidicas, lo que termina con
la lisis de las células bacterianas (19), a pesar que se evapora
en la plancha eléctrica antes de ponerlos en las placas por
siembra en masa (18), con los microorganismos de prueba, el
remanente o residual de éste en el agar podria inducir a sesgos
en la prueba de hipotesis planteada, si tuviera efecto inhibidor
significativo sobre los microorganismos de prueba o si hubiera

un deterioro significativo de los nutrientes de medio.
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Para descartar esta pequefia posibilidad se realiz6 una siembra
por quintuplicado de la dltima y penultima dilucion sembrada de
cada uno de los tres microorganismos en agar con metanol al
70% previamente evaporado; la cantidad que se le afadio al
agar fue de 200ml de metanol al 70% por cada 200ml de agar
PCA, la cantidad de metanol afiadido aunque pareciera
exagerada fue con el objetivo de tener un buen margen de
seguridad, para controlar la evaporacion del metanol se controld
el volumen y el peso de la fiola cada 10 minutos en la plancha
eléctrica hasta que ésta llegara al volumen y masa inicial (sin

metanol) del agar 200ml y 193g respectivamente.

El tiempo final de evaporacién del metanol de la fiolas con el
agar fueron de 1.5 horas aproximadamente. A pesar de que
estas precisiones no suenen exactas en la manera que se
llevaron y registraron, es importante resaltar que la
microbiologia no es una ciencia exacta sino proximal, razén por

la cual no se usan micro-pipetas para sembrar, entre otras.
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3.2.3. Inoculacion de Microorganismos Seleccionados en el

Medio de Cultivo con Alfatoxinas en Diferentes Concentraciones.

Una vez incorporado la aflatoxina a las fiolas con PCA (Plate
Count Agar) y libre de metanol (mediante el proceso de
evaporacion descrito en la seccién anterior), se les colocé a las
placas previamente con los microorganismos seleccionados en
las diluciones con crecimiento 10”1 y 10”2 UFC/placa (no se
inoculd las primeras diluciones por considerarlo un desperdicio
de material porque no es posible contar crecimientos mayores a
1072) por siembra en masa (18), (las diluciones sembradas en
microorganismo a son 106 y 1077, microorganismo b son
105 y 1076 y en microorganismo ¢ son, 10"5 y 1076),
previamente se escogid 4 concentraciones distantes,
ascendentes y diferentes en cada fiola; segun criterio personal,
una vez que se observo el crecimiento se decidié una segunda
corrida con el microorganismo seleccionado para determinar
con mayor sensibilidad las concentraciones criticas de inflexion
para la inhibicion total, todas las pruebas se las realizd por
quintuplicado con el objeto de tener un analisis estadistico de al

menos cinco datos por caso.
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3.2.4. Resultados esperados.

Existen tres resultados posibles de la experimentacion de cada
microorganismo, las cuales se puede decir que dos son
desfavorables para los objetivos de esta investigacion, y solo
una seria conveniente para la investigacion, la cual seria que el
microorganismo tenga una sensibilidad moderada a la
micotoxina, es decir que exista una dosis mayor a 0.1 ppb en
agar en la que el microorganismo inhiba totalmente su
crecimiento; y los dos escenarios desfavorables son los dos
extremos, una es que la dosis de inhibicibn sea muy alta
(mayor a 30 ppb en agar) o no exista, esta situacién haria que
el tiempo de evaporacion sea demasiado largo y se pueda
dafar el agar o sus nutrientes; y el otro extremo es que el
microorganismo sea extremadamente sensible y se inhiba a
dosis muy pequefias esto dificultaria la prueba ya que una
pequefia variacion de volumen daria resultados erréneos.

Todos estos escenarios se pueden dar debido a los diferentes
sistemas enzimaticos que posee cada microorganismo, que

son muchos mas ricos en variedad que en seres
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macroscopicos, es por ello que sin duda si no se encuentra el
microorganismo adecuado entre los probados, sin duda

pudiese existir uno que no se probd y cumple con lo esperado.

3.3. Materiales y equipos

Debido a que se trabajé con microorganismos, metanol y una toxina

carcinogénica, los materiales y equipos utilizados por seguridad y

necesarios para la obtencion de resultados fueron:

Tabla 4: Materiales y Equipos Usados

MATERIALES OBSERVACIONES

Indumentaria

Cofia

: Son necesarias por normas de
Mandil bioseguridad y seguridad industrial
Guantes de cualquier laboratorio.
Mascarilla

Gafas de seguridad
Materiales de laboratorio

Placas Petri o .

Vidrieria minima para la
Pipetas experimentacion segun lo
Balones aforados planteado

Fiolas o Erlenmeyer
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Embudo

Espatula

Lapiz graso

Mechero de Alcohol

Insumos de la

Experimentacion

Maiz contaminado

Se lo hizo humeciendo maiz y dandole
condiciones de temperatura para que
se desarrolle el hongo durante mesy
medio

Algodoén

Papel aluminio

material bdasico de laboratorio para
practicas

Agar PCA (Plate Count Agar)

fue escogido por ser un agar no
selectivo y permitir el uso de cualquier
tipo de microorganismo de prueba

Metanol 70%

es necesaria para la extraccién de la
aflatoxina

Etanol industrial

Mechas para mechero de
Alcohol

material basico de laboratorio para
practicas

Agua de Peptona Bufferada

para hacer las diluciones y el pre-
acondicionamiento de las bacterias

Agua destilada

material basico de laboratorio

Papel filtro #1

es necesaria para la extraccién de la
aflatoxina

Probidticos.

son los microorganismos de prueba
para la experimentacién

Equipos

Incubadora BINDER modelo: | material basico de laboratorio para
BD53/EZ practicas

Sorbona QUIMIS modelo: . .

021623 necesario para trabajar con metanol
Autoclave STURDY modelo: | material basico de laboratorio para
SA-300UF practicas

Estufa Mermmert modelo: | material basico de laboratorio para
UM-500 practicas

Triturador BLENDER | material basico de laboratorio para

WARING modelo:51BL30

practicas
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Balanza Boeco modelo: BLC- | material basico de laboratorio para
500 practicas

Plancha de Calentamiento | material basico de laboratorio para
FISHER Surring Hotplate practicas

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013

3.4. Anédlisis de Costos.

Debido a la posterior comparacion de costos con una prueba rapida
“‘Reveal for Aflatoxin” Unicamente se calculardn los costos en los
materiales que sean Unicos y no comunes con la prueba de
contraste econdmico, ademas para los célculos se tomaran en

cuenta las siguientes asunciones:

e Sueldo de analista: $5 por hora de trabajo (segun un sueldo

de $800 al mes y 40 horas de trabajo semana)

e NUmeros de analisis por dia: 10 (segun lo trabajado en el

laboratorio de microbiologia)

e *Incorporacién de micotoxina de la muestra en el agar
previamente preparado: 40 min (observado en la

experimentacion).
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CANTIDAD COSTO
MATERIALES | SANERAD | cosTo POR POR
MUESTRA |MUESTRA
Placas Petri :
desechables 1 uni $ 0.20 6 $ 1.20
10 unidad por 3
Tubos de . meses de uso y
ensayo 1 uni $ 1.20 200 $ 0.02
muestras/mes
10 unidad por 3
Pipetas de 10 . meses de uso y
ml 1 uni $ 3.50 200 $ 0.06
muestras/mes
Agar PCA
(Plate Count 500 g $ 112.00 25¢g $ 0.56
Agar)
Metanol 70% 20 L $ 30.00 150 mi $ 0.23
Agua de
Peptona 500 g $ 47.04 59 $ 0.47
Bufferada
1 Pliego
Papel filtro #1 | (aprox.0.3 | $ 1.80 1/2 pliego $ 0.90
m”2)
Probidticos. |1vial(5ml) | $ 0.76 1 vial $ 0.76
1 unidad por 5
Incubadora . afios de usoy
VWR pequefia 1 uni $ 1,500.00 200 $ 0.13
muestras/mes
1 unidad por 5
Autoclave VWR . afios de usoy
pequedio 1 uni $ 1,111.00 200 $ 0.09
muestras/mes
Lo
Calentamiento 1 uni $ 574.00 Y1s o005
VWR 200

muestras/mes
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. 160
Mensualidad del| |\ - cmes | § so0.00| L2horaspor | ¢ 55,
analista e analisis
200 analisis
COSTO POR
MUESTRA $ 11.96

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013



CAPITULO 4

4. RESULTADOS

4.1. Resultados y analisis de las pruebas de metanol residual.

A continuacién se presenta el cuadro de resultados obtenidos de
las pruebas para descartar si existe efecto bactericida significativo
del metanol residual, es importante resaltar, que una vez
confirmadas las cargas iniciales de los probiéticos comerciales, se
uso Unicamente las diluciones en las que correspondia a un
crecimiento de 1071 (10-99 UFC) y 1072 (100-999 UFC), siendo
estas la ultima y penultima dilucion sembrada respectivamente (en
el capitulo anterior en el numeral 3.2.1 se detall6 que dilucién
corresponde a las denominaciones del cuadro presentado); esto se

hizo debido a que se considerdé que crecimientos mayores (10”3 o

59
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méas UFC) a eso serian muy dificil contar y menores (10"0) a los

mismo incurriria en muchos errores.
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A continuacion se muestran resiumenes gréficos para cada variable

los cuales mostraran ademéas de la estadistica descriptiva para

cada uno, los valores P de la prueba de normalidad individual con

un alfa de 0.05, se concluird de aqui en adelante con respecto al

valor P rechazando Ho si es menor 0.1 y aceptando Ho si es

mayor.

Resumen para ¢/ metanol microorganismo a

Prueba de normalidad de A nderson-Darling

300

Intervalos de confianza de 95%

Media I . |

Mediana I g

A -cuadrado 0.64
Valor P 0.065
Media 100.70
Desv .Est. 96.67
Varianza 9345.79
Asimetria 0.639780
Kurtosis -0.861688
N 10
Minimo 10.00
ler cuartil 15.75
Mediana 74.00
3er cuartil 182.50
Maximo 280.00
Intervalo de confianza de 95% para la media
31.54 169.86
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
15.29 183.42
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
66.50 176.49

Figura 14: Estadistica Descriptiva de Recuento con Metanol Residual

Microorganismo a

Elaborado por: Vargas & Veladsquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc.
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Resumen para sin metanol microorganismo a

Prueba de normalidad de A nderson-Darling

A-cuadrado 0.77
Valor P 0.031
Media 116.30
Desv .Est. 111.73

Varianza 12483.12
Asimetria 0.46376
Kurtosis -1.62780

/-'—'_\\ N 10
/ Minimo 12.00

= ler cuartil 17.00
\\ Mediana 74.50
. . . . . . . 3er cuartil 222.50
0 50 100 150 200 250 300 Maximo 300.00
Intervalo de confianza de 95% para la media
1 — 36.37 196.23
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
16.63 223.42
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
Intervalos de confianza de 95%
76.85 203.97
Media I @ I
Mediana I ® I
0 50 100 150 200

Figura 15: Estadistica Descriptiva de Recuento sin Metanol Residual
Microorganismo a

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc.




64

Resumen para ¢/ metanol microorganismo b

Prueba de normalidad de A nderson-Darling
A-cuadrado 0.95
Valor P 0.010
Media 98.700
Desv .Est. 75.341
Varianza 5676.233
Asimetria 0.14525
Kurtosis -2.21791
N 10
P Minimo 21.000
L ~~—_ ler cuartil 29.250
T~ Mediana 90.000
3er cuartil 163.500
50 100 150 200 Maximo 203.000
Intervalo de confianza de 95% para la media
— F— 44.804 152.59
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
28.973 165.532
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
Intervalos de confianza de 95%
51.822 137.543
Media I . |
Mediana I ® I
50 100 150

Figura 16: Estadistica Descriptiva de Recuento con Metanol Residual
Microorganismo b

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc.
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Resumen para sin metanol microorganismo b

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.71
Valor P 0.043
Media 100.70
Desv .Est. 81.00

Varianza 6560.90
Asimetria 0.23868
Kurtosis -2.04374

N 10
/ \ Minimo 18.00
L1 N 1er cuartil 23.50
Mediana 85.50
3er cuartil 184.50
0 40 80 120 160 200 Maximo 213.00
Intervalo de confianza de 95% para la media
q — 42.76 158.64
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
22,95 186.16
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
Intervalos de confianza de 95%
55.71 147.87
Media I @ I
Mediana I ' I
0 50 100 150 200

Figura 17: Estadistica Descriptiva de Recuento sin Metanol Residual
Microorganismo b

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc.
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Resumen para ¢/ metanol microorganismo c

Prueba de normalidad de A nderson-Darling
A-cuadrado 1.57
Valor P < 0.005
Media 342.20
Desv .Est. 271.80
Varianza 73877.07
Asimetria -0.00152
Kurtosis -2.56843
N 10
ﬁ Minimo 77.00
| L—] —_ ler cuarti 79.50
Mediana 347.50
3er cuartil 600.00
100 200 300 400 500 600 Maximo 600.00
Intervalo de confianza de 95% para la media
f 147.76 536.64
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
79.32 600.00
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
Intervalos de confianza de 95%
186.96 496.21
Media I . |
Mediana I - I
200 400 600

Figura 18: Estadistica Descriptiva de Recuento con Metanol Residual
Microorganismo c

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc.
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Resumen para sin metanol microorganismo c

Prueba de normalidad de A nderson-Darling
A-cuadrado 1.55
Valor P < 0.005
Media 341.90
Desv .Est. 272.17
Varianza 74075.66
Asimetria -0.00280
Kurtosis -2.56586
N 10
L Minimo 69.00
L — ] ler cuartil 81.00
Mediana 349.00
3er cuartil 600.00
100 200 300 400 500 600 Maximo 600.00
Intervalo de confianza de 95% para la media
1 147.20 536.60
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
80.63 600.00
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
Intervalos de confianza de 95%
187.21 496.87
Media I . |
Mediana I - I
200 400 600

Figura 19: Estadistica Descriptiva de Recuento sin Metanol Residual
Microorganismo c

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc.

Para determinar si existi6 o no efecto bactericida del metanol
residual en el agar, en cuanto a la inhibicion parcial o total del
crecimiento microbiano; se usé la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis debido a que como se muestran en los graficos
anteriores ninguna variable tuvo distribucion normal, esta prueba
de hipotesis estadistica determind si  existio diferencias

significativas o0 no en el numero de colonias a cabo de 48 horas de




los dos quintuplicados de las dos diluciones sembradas en agar
con metanol residual y agar sin metanol residual. A continuacion se
exponen las hipoétesis individuales por microorganismo, sus

cuadros de resultados y sus respectivas conclusiones.

Ho: En el “microorganismo a” no existen diferencias significativas
en el nimero de colonias contadas después de 48 horas entre las

placas con metanol residual y las placas sin metanol residual.

H1: En el “microorganismo a” si existen diferencias significativas
en el nimero de colonias contadas después de 48 horas entre las

placas con metanol residual y las placas sin metanol residual.

Prueba de Kruskal-Wallis en microorganismo a

Clasificacidn
Variable N Mediana del promedio Z
¢/ metanol 10 74.00 9.8 -0.57
Sin metanol 10 74.50 11.3 0.57
General 20 10.5
H=0.32 GL =1 P = 0.571
H=0.32 GL =1 P =0.570 (ajustados para los

vinculos)

Figura 20: Prueba Estadistica de Kruskal-Wallis en
Microorganismo a

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc.

68



No hay suficiente evidencia estadistica para rechazar Ho a favor de
H1. Por lo tanto y segun los datos se puede decir que el efecto del
metanol residual en el microorganismo a es nulo en cuanto a

inhibicién de crecimiento.

Ho: En el “microorganismo b” no existen diferencias significativas
en el nimero de colonias contadas después de 48 horas entre las

placas con metanol residual y las placas sin metanol residual.

H1: En el “microorganismo b” si existen diferencias significativas
en el nimero de colonias contadas después de 48 horas entre las

placas con metanol residual y las placas sin metanol residual.

Prueba de Kruskal-Wallis en microorganismo b

Clasificacidn
Variable N Mediana del promedio Z
¢/ metanol 10 90.00 10.7 0.11
sin metanol 10 85.50 10.4 -0.11
General 20 10.5
H=0.01 GL =1 P = 0.910
H=0.01 GL =1 P=0.910 (ajustados para los

vinculos)
Figura 21: Prueba Estadistica de Kruskal-Wallis en
Microorganismo b

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc
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No hay suficiente evidencia estadistica para rechazar Ho a favor de
H1. Por lo tanto y segun los datos se puede decir que el efecto del
metanol residual en el microorganismo b es nulo en cuanto a

inhibicién de crecimiento.

Ho: En el “microorganismo c” no existen diferencias significativas
en el nimero de colonias contadas después de 48 horas entre las

placas con metanol residual y las placas sin metanol residual.

H1: En el “microorganismo c” si existen diferencias significativas
en el nimero de colonias contadas después de 48 horas entre las

placas con metanol residual y las placas sin metanol residual.

Prueba de Kruskal-Wallis en microorganismo c

Clasificacidn
Variable N Mediana del promedio Z
¢/ metanol 10 347.5 10.4 -0.04
sin metanol 10 349.0 10.6 0.04
General 20 10.5
H=0.00 GL =1 P = 0.970
H=0.00 GL =1 P = 0.968 (ajustados para los

vinculos)

Figura 22: Prueba Estadistica de Kruskal-Wallis en
Microorganismo ¢

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013
Fuente: 2010 Minitab Inc
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No hay suficiente evidencia estadistica para rechazar Ho a favor de
H1. Por lo tanto, y segun los datos, se puede decir que el efecto del
metanol residual en el microorganismo c¢ es nulo en cuanto a

inhibicién de crecimiento.

4.2. Resultados y Analisis por microorganismos de la inoculacion en

el medio de cultivo con Aflatoxinas a diferentes concentraciones.

A continuacion se presenta el cuadro de concentraciones en las
que se probé en la primera corrida de pruebas los

microorganismos seleccionados:
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En la siguiente tabla se presentan los resultados de la siembra del

microorganismo a:
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Se detectdé que en este caso hubo una clara inhibicion del
crecimiento desde la concentracion 1 en las dos diluciones,
pero siendo en un 100% solo en la ultima dilucion en la

concentracioén 1.

En la siguiente tabla se presentan los resultados de la siembra

del microorganismo b:
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Es facil detectar que en este caso hubo una clara inhibicién del
crecimiento desde la concentracion 1 en las dos diluciones,
pero siendo en un 100% solo en la ultima dilucion en la

concentracion 1.

En la siguiente tabla se presentan los resultados de la siembra

del microorganismo c:
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Se evidencid y sin necesidad de usar una prueba de hipotesis
estadistica se aprecia con claridad solo observando los datos
gue este microorganismo no se inhibe con la presencia de

aflatoxina en ninguna de las cuatros concentraciones.

Por los resultados presentados, los microorganismos a y b
tienen una clara sensibilidad a la micotoxina y por tanto los dos
son elegibles para una segunda corrida y ser el probiético con
el que se disefie el método, pero en este caso se decidié por el
microorganismo b debido a que el tamafio de su colonia es
pequefio y facil de contar (para el método se trabajara con la
tltima dilucion), a diferencia del microorganismo a el cual
presenta una caracteristica de colonia grande y con tendencia
invasiva que dificulta su contaje si no se cuenta con la
experiencia necesaria. A continuacion se presentan la tabla de
concentraciones, los resultados y el analisis de la segunda

corrida.
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Claramente se aprecia una disminucion del nimero de colonias a
medida que la concentracion de la aflatoxina se acerca a 2 ppb en
agar “e”, coincidentemente la concentracion minima en que se
inhibe el 100% del crecimiento microbiolégico se repite el de la
primera corrida, en este caso con un error maximo en el dato de

0.4 ppb . En la siguiente figura 4.10 se muestra de manera simple

parte de lo tratado.
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CORRIDA EXPLORATORIA

Microorganismo A Microorganismo B Microorganismo C

OO0 OO0 OOOOO
CCIICICY CICHCNICH YOI NI
CICINICY: LA ICH LI H L)
A OO CICICHIC)
OOV OO0 OO0

0] [2] [20] (80][159]  [O] [2] [20] [8O][159]  [0] [2] [20] [80][159]
Concentraciones de Concentraciones de Concentraciones de
Aflatoxina en agaren ppb Aflatoxinaen agaren ppb Aflatoxina en agar en ppb

SEGUNDA CORRIDA

Microorganismo B

OOOOO
QOOOQ)
QOO0
QOO
OOOOO

[0.4] [0-8][1.2][1.6] [2]
Concentraciones de
Aflatoxina en agaren ppb

Figura 23: Disefio de la Prueba de Hipotesis Realizada

Elaborado por: Vargas & Velasquez, 2013

A continuaciébn se muestra un cuadro en el que se detalla el
numero de ml necesarios de muestra extraida en metanol al 70%

para el método disefiado.
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4.3. Anédlisis y planteamiento final del método.

Una vez que se tiene el valor de la concentracion minima de
inhibicion en agar del microorganismo seleccionado, es necesario
establecer el limite menor de deteccién para el método que se
disefia, normalmente las pruebas rapidas de deteccién que se
venden usan como limite inferior el valor indicado en la normativa
vigente y de jurisdiccion; en el caso del método propuesta en esta
investigacion se basé en normativa nacional NTE 187:95 segunda
revision la cual indica que el limite maximo permitido de aflatoxina
en maiz como alimento de referencia es de 20 ppb (congruente
también con lo establecido por FDA para USA), aunque también se
tiene presente que en Europa el limite permitido es mucho menor
5ppb, seguin esto los pasos para usar el método basados en la

experimentacion son los siguientes:

1. Realizar el proceso de Extraccion de la aflatoxina de forma

convencional con metanol al 70% al alimento a analizar.

2. Agregar 23 ml de dicho metanol en una fiola con 200 ml de

agar PCA previamente esterilizado.
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3.

6.

Someter a calentamiento hasta que se evapore la totalidad
del metanol de 10 a 20 minutos aproximadamente, controlar

este aspecto por peso inicial y final de la fiola.

Diluir 1 vial del probidtico de marca comercial
Enterogermina (ampolla liquida) en una fiola de 90 ml de
agua de peptona estéril, realizar diluciones hasta 10" (-6) sin

tomar en cuenta la primera dilucién en la fiola de 90 ml.

Inocular por siembra en masa Unicamente la ultima dilucion
en 6 cajas petri estériles de vidrio o plastico, en 5 de ellas se
agregara el agar en donde se evapord el metanol y en la
ultima se agregara PCA sin metanol evaporado y se llamara

placa de control.

Incubar por 48 horas.

Interpretacion de resultados
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Caso 1
Si sOlo existe crecimiento en la placa de control y ésta es mayor a
1071 UFC, el resultado es que el alimento analizado tiene una

concentracion mayor a 20 ppb de aflatoxina.

Caso 2
Todas las placas tienen crecimiento y la placa de control mantiene
un crecimiento menor a 103 UFC, el alimento analizado tiene una

concentracion menor a 20 ppb de aflatoxina.

Caso 3

Todas las placas tienen crecimiento y la placa de control tiene un
crecimiento mayor a 10”2 UFC, se debe repetir el analisis y
asegurarse de seguir todas las buenas practicas posibles al
momento de la siembra o revisar que el probidtico no esté

caducado.

4.4. Estudio comparativo de costos.
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Los costos de la prueba disefiada se compararan con los costos de
la prueba rapida “Reveal for aflatoxin” que es la una de las mas
usadas en el pais, los costos de la prueba cualitativa propuesta en
esta tesis estdn en el capitulo 3 seccion 3.2.4; a continuacion se
detallan los costos de la prueba rapida en condiciones de igualdad

con los calculos de las prueba contrastada.
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En el célculo de los costos por andlisis unitario por los dos métodos
(el propuesto y el Reveal for aflatoxin) se hicieron asunciones en
cuanto al sueldo del analista, nimero de analisis por dia y jornada
laborable; también se despreciaron los costos de la luz y el agua
consumido por los equipos utilizados, porque el objetivo de este
andlisis de costos tiene un espiritu Unicamente comparativo y se

hizo de manera superficial.

Segun los costos calculados del método propuesto en el capitulo 3
($11.96), éste representa un ahorro por muestra de $2.38 que
corresponde al 17% menos del anadlisis por el kit Reveal for
Aflatoxin, aunque aqui no se toman en cuenta costos intangibles
como el tiempo de duracion del andlisis, se podria decir sin
considerar el aspecto mencionado que se cumpli6 el objetivo
especifico referente al costo, aunque se recomienda un analisis de

costo mas profundo para verificar la afirmacion.



91

CAPITULO 5

5. APLICACIONES EN LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

En el siguiente capitulo, se presentaran posibles aplicaciones del método
propuesto en la industria de alimentos.

También se mostraran las ventajas y desventajas de este método frente
a otros métodos ya conocidos y aplicados en la actualidad en el medio, y
también se presentaran varias ideas derivadas de algunos resultados de

este trabajo para investigaciones futuras.
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5.1. Perspectivas de investigaciones futuras con la misma base

bioldgica

El método propuesto, es de tipo cualitativo, como fue mencionado
anteriormente. Pero se puede observar al menos en primera
instancia y antes de usar pruebas estadisticas que en la segunda
corrida hay una marcada tendencia, que si es posible modelar con
una adecuada precision, se podra evolucionar este método en uno
cuantitativo ademas de cualitativo, aunque para ello se necesitara
realizar corridas de pruebas no menores a 30 datos y con diferentes
matrices de alimentos para probar su efectividad, lo que implicara un
uso importante de recursos fisicos y humanos para la culminacion en
una técnica confiable, sélo en caso de obtener resultados adecuados

en la experimentacion.

Una vez que se logre transformar el método en cuantitativo se
podria explorar la posibilidad de combinar este método con técnicas
y métodos modernos de microbiologia como Petrifim de 3M,
Compact Dry de Nissue o sistemas como el Soleris de Neogen para
reducir el tiempo de obtencion de resultados de 48 horas hasta 5 6 6

horas en sistemas como el Soleris de Neogen, para ello se deben
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idear formas de evaporar el metanol o probar con otras sustancias

gue no tengan efecto inhibidor.

Por otra parte, el éxito en cuanto a vialidad técnica del método
propuesto abre nuevas posibilidades a usar este principio con otras
toxinas, microorganismos y matrices de alimentos, aunque para
nuestro parecer la incégnita mas interesante a tratar en el futuro a
partir de los resultados de esta investigacion, sera saber si la
tolerancia que presentd el Saccharomyces boulardii es compartida
con el Saccharomyces cerevisiae del mismo género, el cual es
utilizado para la produccién de alcohol etilico, en caso de llegar,
determinar una alta tolerancia a la aflatoxina del microorganismo
mencionado, esto podria evitar la quema o el desecho de los lotes
contaminados con aflatoxina y utilizarlos para la produccion de etanol
para consumo humano si se determinara que no existe riesgo, 0 sino

para biocombustible.
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5.2. Aplicabilidad del método en la industria

El método disefiado es factible en cualquier laboratorio de empresa o
de servicios que realice pruebas microbiolégicas por el método
convencional (segun normas INEN), debido a que usa los mismos
implementos, insumos y equipos, exceptuando por el uso de un
triturador y metanol, o que no representa un gasto mayor, y como se
bosquejo en el contraste del costo, es un método relativamente
barato, aunque no se toma en cuenta el costo intangible en algunos
casos del tiempo; es mas accesible que las pruebas rapidas del
medio, pero tiene limitaciones como el uso Unicamente en producto
no elaborados o que no usen ningun aditivo como inhibidor de
crecimiento, ademas se deben tener en cuenta para un optimo
resultado aspectos como el pH de la muestra, entre otros. Aunque
para grandes industrias no es un método practico y no justifique la
retencion del producto, si es el caso por un método que solo detecta y
no cuantifica como éste y ademas toma 48 horas, pero para
pequeias industrias que no son clientes importantes para los
importadores de esta pruebas rapidas es muy conveniente tener un
método como éste, porque no necesitan comprar mucho mas de lo

gue ya tienen y no estan supeditados a disponibilidad del importador.
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Las industrias que mas podrian apreciar un método como éste
podrian ser las de balanceados o las haciendas productoras de maiz

para llevar un control de sus silos.

5.3. Ventajas y desventajas frente a otras pruebas.

VENTAJAS

Una de las ventajas principales es el bajo costo que representa este
meétodo, debido al bajo costo de los materiales utilizados en él, y la
facilidad de obtencion de estos materiales necesarios para la
ejecucion del método propuesto. Ademas, el método adapta sin
mayores adquisiciones a laboratorios que realicen pruebas
microbiolégicas convencionales, por el uso de equipo entre otros, a
diferencia de otros métodos en los que se necesita equipos

especializados como en ELISA por el colorimetro, entre otros.

Se podria indicar también que otra de las ventajas existentes en este
nuevo método es la facilidad de uso, en si, es un método sencillo,
facil de ensefiar y aplicar a un tipo de muestra determinado, solo es
necesario tener conocimientos de las normas aplicadas en un

laboratorio de microbiologia, y tener experiencia en la siembra de
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medios de cultivo; es decir, cualquier persona capacitada, en una

empresa, podria realizar este método sin problema alguno.

Una ultima ventaja es el uso de una base biolégica para pruebas
biotecnoldgicas de deteccion de toxinas, que en nuestro caso, es el
uso de microorganismos para la deteccion indirecta de aflatoxinas.
Lo cual seria solo el inicio, porque se especula que se podria llevar a
un método cuantitativo o incluso en niveles de investigacibn mas
avanzados combinarlo con sistemas y pruebas modernas como ya

se ha mencionado.

DESVENTAJAS

Las desventajas encontradas en el método son principalmente la
prolongacion que se tiene para la obtencion de los resultados, es
decir, éste método no es tan eficiente en cuanto al tiempo que toma
su uso, comparando con otros métodos que tienen una durabilidad

menor a un dia o incluso unas cuantas horas.

Otra desventaja encontrada es la restriccion del tipo de muestra a
usar en la experimentacion, ya que, ésta no puede ser un compuesto
elaborado, sino debe ser necesariamente una materia prima neta,

por el efecto residual que podria tener, inhibiendo asi el crecimiento
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microbiano; esto puede ser debido a los ingredientes, aditivos, o
conservantes que son utilizados para la elaboracién de diversos tipos

de alimentos.

Frente a otros métodos, se podria decir que este método es menos
eficiente, debido a la cantidad de procedimientos realizados para la
obtencién de resultados, y al tiempo requerido, como ya se mencioné

previamente.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e Como se demostré con pruebas estadisticas y como se aprecia por
simple observacién sobre los resultados de la prueba de metanol
residual, este no tiene ningun efecto inhibidor sobre los microorganismos
de prueba, lo cual descarta cualquier especulacién de sesgo debido a

este factor en toda la experimentacion y disefio del método.

e Segun la experimentacion realizada, se demostr6 no solo que el
método es viable técnicamente, sino que también es factible usar
bacterias, por lo menos de manera comprobada en la deteccion
cualitativa indirecta de toxinas en alimentos; y obtener resultados
congruente aunque se tiene la intuicion por lo observado de manera
superficial en esta investigacién que también se pudieran usar para la

mediciéon de las mismas.
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e No se realizaron pruebas en cuanto a descartar agentes
antimicrobianos propios en el maiz, que pudieran sesgar los resultados
de la experimentacion debido a que no existe documentacion
bibliografica de esta cualidad del maiz, como si lo existe con otros
productos como el ajo, entre otros. Ademas esta posibilidad también se
descarta de forma indirecta debido al comportamiento del
Saccharomyces boulardii al no inhibirse hasta en concentraciones de

159 pbb de aflatoxina proveniente de maiz.

e Aunque la hipoétesis cientifica fue probada satisfactoriamente se
puede concluir en la realizacion de la experimentacién, que el método
disefiado no es lo suficientemente practico como para ser implementado
en la industria debido a la simplicidad de los otros métodos de deteccion
en el mercado, sin embargo se considera que bajo los mismos principios
biol6gicos por los cuales se concibié este meétodo de deteccion
cualitativa indirecta, se podria diseflar con mas repeticiones en la
experimentaciéon con el mismo microorganismo escogido, un método
cuantitativo indirecto bajo la hipoétesis: la inhibicion del crecimiento
microbiano es gradual y guarda una correlacion con la cantidad de

aflatoxina presente en el agar.
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e Esta investigacion se considera exitosa no solo porque se demostré
que la hipoétesis bajo la que se planteo fue aceptada segun los
parametros de la prueba planteada, sino también porque fue una
innovacion el uso de microorganismos para la deteccion de toxinas

alimentarias.

e De esta tesis también se derivan preguntas que podrian llevar a
futuras investigaciones en niveles mas avanzados al pregrado, como la
de determinar bajo hipotesis porque el Saccharomyces boulardii no se
inhibe a ninguna concentracién de aflatoxina, estas hipétesis podrian ser
tales como que este tiene el sistema enzimatico necesario: para
metabolizar, inactivar modificando la estructura quimica de la aflatoxina
o simplemente no necesita un sistema enzimético para defenderse
porque no tiene sitios activos que la toxina pueda afectar, con cada
hipotesis se podria realizar una investigacién y en caso de comprobarse
una de las dos primeras, quizas se pueda usar ese conocimiento para
aplicarlo en la subutilizacion de alimento contaminado como maiz, o
podria usarse este maiz contaminado para la produccién de etanol como
combustible si la tolerancia a la aflatoxina del S. boulardii es compartido
con el S. cerevisiae que es el comunmente utilizado para este fin.
También se podria probar con modificacion genética del probidtico para

el mismo fin.
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e Se estima que el objetivo general fue cumplido ademas de los
especificos exceptuando de que el método no tiene una viabilidad
practica como para comercializarse, por lo que no tendria un impacto en
la industria, pero se piensa que es viable desde el punto de vista de
investigacion, conocimiento y experiencia generada como para otras

tesis con igual o distinto enfoque.

e Es importante delimitar el método desarrollado a alimentos no
elaborados, debido a que para usarlo en alimentos elaborados se
deberia proponer otra investigacion en la cual se considere o descarte
un sesgo por la dilucion de aditivos o agentes conservantes en el
metanol de extraccién que acaben en el agar ademas teniendo un efecto
inhibidor adicional al crecimiento del microorganismo sumado al de la

micotoxina en estudio.

e Se recomienda realizar nuevas repeticiones con muchos mas datos
para aumentar la confiabilidad del método, asi como disminuir su rango
de error de 0.4 ppb a un valor menor, repitiendo con mas

concentraciones la segunda corrida explicada en el capitulo 3



(1)

(2)

3)

(4)

(5)

(6)

(7)

BIBLIOGRAFIA

Micotoxicosis presentes en avicultura y ganado porcino. Disponible en
http://albeitar.portalveterinaria.com/noticia/3461/

Micotoxinas: Aflatoxinas. Disponible en
http://www.euskadi.net/contenidos/informacion/sanidad_alimentaria/es
_1247/adjuntos/vigila9511.pdf

Aflatoxinas. Disponible en
http://redalyc.uaemex.mx/pdf/434/43446404.pdf

Aflatoxinas: Mecanismos de toxicidad en la etiologia de cancer
hepatico celular. Disponible en:
http://www.scielo.unal.edu.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S012
0-00112006000200006&Ing=pt&nrm=

Combita, A. (2009). Deteccion de Aflatoxina M1 en leches frescas
comercializadas en la zona del valle del cauca (Colombia) mediante la
técnica de ELISA. Trabajo de grado. Pontificia Universidad Javeriana.
Bogota, Colombia.

Aflatoxinas. Disponible en:
webdelprofesor.ula.ve/farmacia/lunajr/escuela/aflatoxina.ppt.
Micotoxinas y salud humana. Disponible en:

http://biosalud.ucaldas.edu.co/downloads/Revista%201_7.pdf.


http://albeitar.portalveterinaria.com/noticia/3461/
http://www.euskadi.net/contenidos/informacion/sanidad_alimentaria/es_1247/adjuntos/vigila9511.pdf
http://www.euskadi.net/contenidos/informacion/sanidad_alimentaria/es_1247/adjuntos/vigila9511.pdf
http://redalyc.uaemex.mx/pdf/434/43446404.pdf
http://www.scielo.unal.edu.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-00112006000200006&lng=pt&nrm=
http://www.scielo.unal.edu.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-00112006000200006&lng=pt&nrm=
http://biosalud.ucaldas.edu.co/downloads/Revista%201_7.pdf

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

Aflatoxicosis en humanos provocada por el consumo de alimentos
contaminados, que no son de origen animal. Disponible en:
http://www.engormix.com/MA-micotoxinas/articulos/aflatoxicosis-
humanos-provocada-consumo-t1662/p0.htm.

Caso Purina. Disponible en:
http://www.veneconomy.com/site/files/articulos/artEsp4424_3096.pdf.
Carrillo, L. (2003). Los hongos de los alimentos y forrajes. Universidad
Nacional de Salta. Argentina, pp. 1-49

Carrillo, L. (2003) Micobiologia Agricola. Universidad Nacional de
Salta. Argentina, pp. 1 Cap. 6.

Soriano del Castillo, J. (2007). Micotoxinas en Alimentos. Diaz de
Santos. Espafia, pp. 239-240

Género Aspergillus. Disponible en:
http://mariajoselinares.wordpress.com/

Importancia y Efecto de la Aflatoxina en los Seres Humanos.
Disponible en:
http://www.bvsde.paho.org/bvstox/e/fulltext/aflatoxi/aflatoxi.pdf
Micotoxinas. Disponible en: http://www.engormix.com/MA-
micotoxinas/articulos/micotoxinas-laboratorios-burnet-t464/255-p0.htm
Ruta Metabolica de Producciéon de la toxina por el Hongo Productor.
Disponible en: http://bvs.insp.mx/rsp/articulos/articulo.php?id=001976
Arias, E. y Piferos, P. Aislamiento e identificacion de hongos

filamentosos de muestras de suelo de los paramos de Guasca y Cruz


http://www.engormix.com/MA-micotoxinas/articulos/aflatoxicosis-humanos-provocada-consumo-t1662/p0.htm
http://www.engormix.com/MA-micotoxinas/articulos/aflatoxicosis-humanos-provocada-consumo-t1662/p0.htm
http://www.veneconomy.com/site/files/articulos/artEsp4424_3096.pdf
http://bvs.insp.mx/rsp/articulos/articulo.php?id=001976

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

Verde. Trabajo de Grado. Universidad Javeriana, Facultad de
ciencias, Carrera de Microbiologia Industrial. Bogoté, Colombia.
Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN). Control Microbiolégico
de los Alimentos. Bacterias anaerobias mesofilas. Recuento en tubo
por siembra en masa. Pp. 3-4

Efectos del Metanol sobre las membranas bioldgicas. Disponible en:
http://www.bvs.hn/RMH/pdf/1993/pdf/Vol61-1-1993-4.pdf

Aflatoxinas. Disponible en: http://www.botanical-
online.com/aflatoxinas.htm

Aflatoxina M1 en Leche. Disponible en: http://www.engormix.com/MA-
ganaderia-leche/sanidad/articulos/aflatoxina-leche-t315/p0.htm

Las Micotoxinas en la Agroindustria, las Aflatoxinas. Disponible en:
http://www.agrobiotek.com/agrobiotek/index.php?option=com_content
&view=article&id=58%3Aimportancia-
micotoxinas&catid=37%3Aarticulos&ltemid=57&limitstart=1
Antecedentes generales sobre las aflatoxinas y otras micotoxinas y
elementos a tener en cuenta para el disefio de practicas correctas de
cultivo y elaboracién de nueces. Disponible en:
http://mww.minsal.gob.cl/portal/url/item/72fd6274dad8792ee04001011
f0109e4.pdf

Métodos de analisis de micotoxinas en granos y alimentos de uso
pecuario. Disponible en:
http://www.avicultura.com.mx/avicultura/home/articulos_int.asp?cve_a

rt=936



(25)

(26)

(27)

(28)

High Performance Liquid Chromatography. Disponible en:
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0366-
16442000000400004&Ing=en&nrm=iso&ignore=.html

Placas para cromatografia en capa fina. Disponible en:
http://www.catrosa.com/images.asp?foto=upfiles/noticies/A12231.jpg&
id=

Cromatografia de Gases. Disponible en:
http://www.uib.es/depart/dqu/dquo/dquo2/pau/Cromatograf%92a/chro
m10/chrom/GC/concept/main.htm

Pruebas Inmunoenzimaticas, ELISA. Disponible en:
http://www.veterinaria.org/revistas/vetenfinf/vet_enf _inf_tripod/vetenfin

ftripodcomar/5ELISA.htm



ANEXOS



ANEXO A

COTIZACION 1

Guayaquil, 08 de Enero del 2013.

Sres.
ESPOL - TECH
Ing. Christian Vargas

Portable Electric Automatic Steroclaves, Model 25X

Completely self-contained sterilizers have an immersion heating element, automatic thermostatic control,
automatic release valve, and pilot light. Ensure complete, efficient sterilization. Only a small amount of water is
needed, and the dry steam, at a temperature of 135°C (275°F), penetrates bandages or instruments, making
them sterile in 20 or 30 minutes.

Made of high-quality cast aluminum, with stamped aluminum seamless insert crate, cast aluminum racks,
flexible metal exhaust tube, dial gauge and valve control, metal-to-metal seal (no rubber gaskets), and Fenwal
thermostatic control. Calrod immersion heating elements.

(Continua...)



UL listed.

Ordering Information: Supplied in 120V ar 240V with permanently attached grounded 3-wire power supply
cord.

[Descrption [ectrice [capacity _|suppier No. | VR Catatog Nurmber_unit

m“ S m e mm D1

*Precio no incluye IVA

Marca VWR

Procedencia USA

(Garantia 1 afio contra defectos de Fabricacion
Tiempo de Entrega 75 dias previa Orden de Compra

Precio incluye Instalacion v puesta en Marcha,
2 mantenimientos sin costo durante el afio de Garantia.

Atentamente,

Paola Alareon C.
Representante de Ventas
MERCK C.A.



ANEXO B

COTIZACION 2

COTIZACION No. 77190303-83

MERCK

Sefior (es): EMPRESA PUBLICA DE SERVICIOS SPOLTECH

Direccion entrega - Cad.

Codigo 40033774 RUC 968552010001

Ciudad GUAYAQUIL Direccidn KM 30,5 VIA PERIMETRAL

Teléfonos 2269739 Contacto

Condiciones venta Plazo - 30 dias Representante PAOLA ALARCON

Informacion de la Cotizacion

Generado por Paola Alarcon/MECA/Merck Fecha de emision 08/01/2013

Validez de la oferta 23/01/2013 Fecha despacho

Observaciones Att Christian Vargaz

Descripcion Cdadigo ICNSP Detalle Entrega | Cantidad | Precio |IVA Total

PGAR PLATE COUNT AGAR PEPTONA DE CASEINAI054630500 NO  B00g nmediata 1 100.000 Si 112.00

PGUA DE PEPTONA (TAMPONADA), SEGUN 1ISO 6 [1072280500 QNO  [B00g nmediata 1 42.000 Si 47.04
Total Cotizado 142,00
% Descuento Total 0,00
Total - %Descuento 142,00
IVA 17,04
Total Cotizacion 159,04

PAOLA ALARCON

MERCK C.A.




ANEXO C

COTIZACION 3

Guayaquil, 08 de Enero del 2013. i

Sres.

ESPOL - TECH

Ing. Christian Vargas

VWR® Standard Hot Plate Stirrers

Supplier: VWR International

VWR 4X4 ALU HOT/STIR 120V

Operating conditions
Speed Range

Speed stability
Temperature Range
Temperature Stability

Click to enlarge

5 to 40°C (41 to 104°F)
50 to 1600 rpm

+2%

Excellent Temperature Uniformity
Enhanced Electronic Features

Cool Touch, Chemical-Resistant Housing

Standard hot plate stirrers are designed for general-purpose laboratory use.
These microprocessor controlled, analog units are equipped with easy-to-
use, dial-adjustment controls. Enhanced electronics and a robust heater
regulate stirring and heating functions. A ramping feature gradually
increases speed to prevent splashing, improve magnetic coupling, and
provide excellent low end control. Speed is precisely controlled, with
consistent stirring at all speeds powered by a dependable, continuous duty
motor. A low-profile design requires minimal bench space and permits use
within a fume hood. The spill-resistant housing channels fluids away from
internal components in the event of a spill.

Hot plate stirrers are available with ceramic or aluminum top plates.
Ceramic top plates feature an easy-to-clean, chemical-resistant, reflective
white surface. Aluminum top plates will not crack or chip, and offer a more
even heating surface. The unit's housing is constructed of a heat-resistant
polymer that remains cool to the touch, and is chemical-resistant. For
additional safety, a hot symbol warning light is illuminated while the unit is
in use, and remains lit until the top plate is sufficiently cooled.

Ordering Information: Units are supplied with a 234cm (92") detachable,
3-wire cord and plug. A 3.8cm (1'/2") PTFE coated stir bar is also included.
Units are supplied with a 2-year limited warranty on parts and labor. The
optional support rod and clamp kit includes a 45.7cm (18") long stainless
steel support rod, a thermometer/temperature probe extension clamp, a
three-prong dual-adjust swivel clamp, and a hook connector. 230V,
50/60Hz models are also available; contact your VWR sales representative
for more information.

5° above ambient to 500°C (932°F) for ceramic top, 5° above ambient to 400°C (752°F) for aluminum top

+3% for ceramic top, £2% for aluminum top



https://media.vwr.com/stibo/low_res/4779473.jpg
https://media.vwr.com/stibo/low_res/4779473.jpg

ANEXO D

COTIZACION 4

\MERCK

Overall Top Plate Maximum | Top Plate | Shipping ‘é::alo Your
Dimensions | Dimensions | Capacity | Material Weight Numbgr Price

R
16.8W x

27.4L x

10.9H cm 10.2 x 10.2 (2:2"9 97042-
(65/8 x cm (4 x 4") Ibe) 598
1025/32 x .

45/16")

H 97042-598EA
16.8W x
27.4L x
2.8 kg
10.9H cm 97042
(65/8 x I(:s.z) S $576,00 97042-594EA
1025/32 x ’
45/16")

Precio Incluye IVA

MARCA VWR

PROCEDENCIA USA

= FORMA DE PAGO 60 dias
= ENTREGA 75 dias
=> VALIDEZ DE LA OFERTA 30 dias
=> GARANTIA CONTRA DEFECTOS DE FABRIC 1 ANO

PRECIO INCLUYE:

INSTALACION Y PUESTA EN MARCHA.

CAPACITACION AL USUARIO EN EL MANEJO DEL EQUIPO.

DOS MANTENIMIENTOS SIN COSTO DURANTE EL ANO DE GARANTIA.

Atentamente:

Q.F. Paola Alarcon C



Representante de Ventas
Merck C.A

ANEXO E

COTIZACION 5
)

\MERCK

6uayaquil, 08 de Enero del 2013.
Sres.

ESPOL - TECH
Ing. Christian Vargas

VWR® Symphony™ Gravity Convection Incubators

Advanced and Adaptive Microprocessor Control

RS-232C Interface for Monitoring and Controlling with PC
Equipped with Storage Function (Temperature and Time)
Digital Backlit LCD Display

Two-Year Parts and Labor Warranty

VWR® Gravity Convection Incubators are ideal for safe incubation with reduced air changes, providing a stable environment
while minimizing the potential of drying out samples. The digital advanced adaptive microprocessor control system provides
superior temperature accuracy. The PT100 temperature sensor enables the best overall advantages in repeatability and
stability over extended time periods.



(Continua...)

All incubator units feature a 3.3cm (1.3") stainless steel ventilation cap, two doors (one solid, one glass), high temperature
grade foamed silicone rubber door gaskets, over-temperature and over-current protection, and sensor error detection. Units
are constructed with a durable, powder-coated steel exterior, stainless steel interior, two stainless steel shelves, and glass
wool insulation. A locking mode assists in preventing unintended temperature changes. Units are also equipped with an
internal 110V outlet for auxillary equipment.

Ordering Information: Ovens include two shelves. 230V, 50/60Hz models are also available; contact your VWR sales
representative for more information.

UL listed. CE marked.

Especificaciones:

Accuracy +0.2°C at 37°C
Heat-Up Time 20 min. to 37°C (99°F)
Recovery Time 8 min. to 37°C (99°F)
Temperature Range 25 to 70°C (77 to 158°F)
Temperature Setting Accuracy +0.1°C

Temperature Uniformity +0.4°C at 37°C

. - - VWR
Interior Exterior S| ng | Packaging Your

48W x 52.1W x
g;v:r)l(czns:[) X145.7D x 52.1D x
S 62.5H cm 36 kg 67.3H cm 414004- _
311117/32 x| (1820/32 x (80 Ibs.) | (20172 x . G SFELIOGLE N 414004-610EA
3/32 x b
147/32") 18 x 201/2 x
245/8") 261/2")

*Precio no incluye IVA

Marca VWR

Procedencia USA

Garantia 1 afo contra defectos de Fabricacion
Tiempo de Entrega 75 dias previa Orden de Compra

Precio incluye Instalacion y puesta en Marcha,
2 mantenimientos sin costo durante el afio de Garantia.
Atentamente,

Paola Alarcén C.
Representante de Ventas
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MERCK C.A.

ANEXO F

COTIZACION 6

APRACOM S.A.
COTIZACION

SERDRES: ESPOL TECH
ATENCION: SR CRISTIAMYARGAS

FECHA:

12 DE ENERD DE 2012

MENSAJE: Feciba nuestro cordial saluda.
A continuacicn, e detallamos la cotizacion de la referencia:

COD.
TiI204

kRBBST
2015

kEE46
9576

PRODUCTO

MlicroFette Plus 8-Channel Autoclavable Pipettar,
0.5-100L

Fruntas para 0-200ul funda por 1000 unidades
REVEAL FOR AFLATOHIM 20FPFPE

Ch.ln OE 25 TIRAS REACTIVAS

reactiva de kovac

“'EM& OE HUEVD COMN TELURITO

Precio: Lo cotizado mas iva

Tiempo de entrega: 30dias LA FIFETA, INMEDIATO LOS DEMAS ITEMS.

Forma de pago: Credito a 30 DIRS

¥igencia de la oferta: 30 dias

Capacitacion: por parte de técnicos de Apracom S.4. sin costo
Entrega: Loz productos se los entrega en el almacen del cliente
Atentamente,

f

Fené Martinez C.

v

APRACOM 5.A.

¥YALOR L.
$426.00

2500
12500

$45.00
$65.00

Apracom S.A_ Distribuidor Exclusiva para Ecuador
PE=: (593 4) 2294125 Faw: (53534 2285723
mail: amartinez@ apracom-ec. com ; cjuarezi@ apracom-ec. com
Ave. Benjamin Rosales, Urbanizacion Sta. Leonor, Sector 64 Manzana 1, Lote 21

CANT.

1

1

1
1

YALOR T.
$426.00

$35.00
135.00

$45.00
$65.00



ANEXO G

COTIZACION 7

VENTA DE MATERIALES DE LABORATORIO
Y EQUIPOS VEMATLARB S A,

VEMATLAB S.A.

Comprador. :

Cond ~pago.:

Entrega .

[TEM CANT. N CTGO

1 50 WD
2 1000 LMD
3 10 WD
4 100 LMD

PROFORMA N°

ESPOL S5.A
ATT: SE CRISTIAN VARGAS FARIAS
CONTADO

INMEDIATA

DESCRIPCION

CAJAS PETRIDE VIDRIO 100 X 15

CAJAS PETRI DESCARTABLES

PIPETAS GRADUADAS DE 10 ML. MARIENFELDS ALEMAN
TUBOS DE ENSAYO DE 20 X 150 TAPA ROSCA ATEMAN
MARCA EURCPA LABWARE

TODO ESTO MASEL 12% IV.A

SIN OTEO PARTICULAR POR EL MOMENTO ME
SUSCERIBO DE USTEDES, ESPERANDO QUE
NUESTEA OFERTA MEREZCA 5T APROBACION.
ATENTAMENTE:

Ing Fidiima Vega Yipes

ING. FATIMA VEGA LOPEZ
GERENTE DE VENTAS

Ref .Ho.

Fecha.:

Valide=z

-
b hE
(=T =

a3 N
w2

011495

011495/2012

05-01-13

5DIAS

P.TOTAL

147.50
200.00

35.00
120.00



ANEXO H

NTE INEN 187:95

INEN
INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION
Qulto - Ecuador
NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 187:95

Sagunda Revision

GRANOS Y CEREALES. MATZ EN GEANO., EEQUISITOS,

ErE - -
1— Edicion
GRAME AND CEREALE. JRIN CORM. SPECIFCATIONS

Fisat Edition

DESCRIPTOREE Producisd dg -\:'.hﬁ Cafmibei. DGrahos alk
AT 05 D420

COL: a3

L 11

I AT.080



- la

o = il

InaEi b Ecun bor mng da Mo mallseden, MEN, Casllla 170 1-30590 - Saquarlos 484 ¢ &va Gda O

(Continua...)

COU: £33 cI: 1110
ICS: E7.060 INEN AG 05.04-404
Norma Técnica GRANOS Y CEREALES "'1'5:;'55“
Ecuatoriana MAIZ EN GRAND (Segunda reviziem)
Obigatora REQUISITOS fae-10
1. OEJ ETD

11 Esia norma establece los reguisBos gues debe cumplr = malz en grano al momenio de |a
recepcion, y pars serdestinado para consumo humano, alimerio sooidonico y uso imdusirial
Z. DEFINICIONES

2.1 Malz sn grano. Es el conjumio d= granos procedenbes de cuskquisr warsdsd o hibndo de B

graminea Z=a mays

22 Onmmo dafedo por inesobos. Grano que ha sulfrido detedoro en su esirechura (peroraciones.
picados deyecciones, &oc.] debido a la accion de IRsecins.

2.3 Orand dafiado por hongos. Srano gque ha sufrido detericne &n su estrechura debide a la acoén de
horapors.

24 Malr Imfectado. KMaiz =n grams que conbdens Irsecios wvivos en cualquisra de sus estados
blolsghcos.

2.5 Qrano dafado por ol calor. Grang gQue ha sorido deferions en su estruchura y presenta un codor
diferentes al caracierisfico de la variedad o hibrddo [sjempio; =ceso de calor, respiaciin excesha,
[

2.8 Grano orclallzade. Srano gue pressnia flsums en & endospermo, debldo por sje=plo a: camblos
bruscos de temperatura ¥ &l eyoesivo manipules mecanioo.

2.7 Grano gquebrado (partido). Gramo de maiz, con mencs de 34 del tamaflo caracteristico de i
varedad o hibrido.

2.8 Grano germinado. Grano =n gue resuls evident: & combenzo del proceso de germiRacion, por
ejempia, la rofur del tegurmienio @ travd s diel ousl b brodsdo o esta por brotar el gemen.

2.8 Impurezac. Todos material dferente al grano de male (lusses, resios de hojas, talkos, obros grancs o
semilas gue no sean de matz, poko, bera, &)

2.1% Makr on grane limplo para soncumo. Aguesd gue confiene como mardmo & 1% de mpurezas.

211 Wadwrer somerolal. Srano g mal gue ha cwmpldo Su madoresz fisioldgica, Que posss
canxcterisficas adecusdas pars & consumo y regqueridas por & mencsdo.

212 dANatoxima. Snoapo de metabolios altamenis bixioos producidos por alpunas cepas de los hongos
Aspergilus sppy a3l como bambdén por olros Rongos relatonsdos con & deteriorn de los almienios.

[Tt

DESCRIFTORES: Productos ajiliteiss Coreales Giafes. Wals




(Continua...)

MTE INEN 187 13335-10

212 Plaguledda Sustancla guimica o biclogica, gue se wlza sola, ombinada o mezoiada para
prevenls, oombafir o destrulr, repsier o mBlgar insecios, hongos, bacierdas, nemdisdos, Acaros
moluscos, noedores, malas hisrbas o Oosslguier olra forma de wida gue causs perjulcios direcios o
Indirectos a kos culivos agricolas, productos vepetales y plantas en general.

Ipuasimente cusiquisr sushnda o mercla de sustancas que se las wse oomio defollanbes, desscantes o
reguisdores de crecimiento.

2.14 Buolsdad Toda impurezs de orgen animal

216 Orras defniciones constan en i NTE IKEN 2 D20

¥. REGUIZITOE EZPECIFICO2

2.1 Malzsn granc an 1a resspolon

3141 El maiz en grano a momenio de la recepcion debe cumplir con los requisios que A oontinescion
se describen y os que == asiabiscen en la Eabia 1.

TABLA 1. Requilchoc del makz sn gramo al ¥io de s polon
L] L] METCDO
REGUISITCE MIHIMC LA IR DE
mim mim EHZAYD
HUMEDAD 13 30 NTE MBEM 1 513
IMFUREZAS - 10 NTE MNBEM 1 235
SUEBRADDS - 5 NTE MNBEM 1 235
Dafl ADOE NTE MEM 1 235
Calor 2.0
Hongos
Insastios 20
Ctras causas 1,5

3.12 El malz &= grano no deberd estar Infestade, para gue durante =l aimacenamiento mo S& alieren
las caracherisbcas del grano.

3.1.3 El malz en grand bemdrd oo mdaimo &1 0,5% de granos germinssios.

3.2 Malzsn Qrano pard sOnGuem o F ueo Indecbrisl

421 E| malz =n granc para consum™d ¥ USD Indusiial debe cumpllr con oS meguisios gue 3
contimeaciin = describen ¥ los que se eshableren & la tabls 2

[Cavtirrda)

-3- 188017
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NTE INEM 187 133510

TABLA 2. Asguichos del mals en grano para soncum o ¥y ueo Indusirial

Grado Granoc Granoc

gusbrado orictallzadoc
% Maximio 5 Mamimio
i mim

1 sty 2 TIETOr QUE §

2 »2a s £

3 »EmT [

& =Tail T

GRANDE DARADDE POR:

drado Calor Hongos InGaabos TOTAL
% Wiximo % Maximo % Maximo
1 0.5 os os 1.5
2 L 1 5] 20
3 2 2 s 5.5
4 3 k! 20 210

Para defeminar & cumplimiento de reguisiios fabda Z), o mébodo de ensayo s=rd el desofo e=n el NTE
IMEM 1 235

mi™ = msa sobne masa

322 B porcenije maxmo de humedad serd de 13%, el gue serd deiemninado o ensaysdo de

acusnio & o esfablecido en la NTE INEN 1 513
3.23 El porceniaje mémimo de impurezas para Dualguiera de los grados: serd de 1%

3.24 H malz =n grano, debe regise & ks nomas establecidas por la FAQKCME, en cuanby Sene gue
ver con los limibkes de recomendaddn de plaguiddas y producios afines, melalss pesados hasia tanio

st saboran las repuiadones oomespondienies.

3.26 Los granos dafiados por esias causas gue mo se dian en los numemnies anieriores serdn Fdaimo
de 0,5% para los cuatn gradcs.

3.28 Mo se acepiard granos Infectados, en ninguno de los grados gue se ndican o =sta porma.

3.2.7 HNo == acepiard mas del 5% de granos de oiros colores, uando = irate de malz amarilo y de
plros colores =n tanio gue para & CAs0 = malz bianco RO SE ACeplard mas del 2% de malz de otmos
colores

3.2% El malzen grano bendrd un contenido maximo de 20 microgramos por Klogramo (20 pplb ) de afiatoxinas.
MEhoado o= ensayo MTE INEN 1 563,
FContinga)
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428 B rmalz en grano deberd estar Ibre de olores a2 moho, fermeniado, agroguimicoos, o cualquier
obro gque pusda orsidsrarse objsfable,

3218 E| porcentajs mink=o de probeina ded mialz =n gramo deberd ser de B%. Wdiodo o= srsayo HTE
INEM S19.

4. REQUIEITOS COMPLEMEMTARICS

4.1 La humedad de almacenamienio de s grancs. de malz podra osoir entre 42y 139%.

4.3 La bodsga de almacsramisnio deberd pressniarse lepla, desinfeciada, tanio Ini=ma como
exi=mamente, proiegida conira e atague de roedones ¥ pajans.

4.3 Cuando = aspere plaguicidas, se deberan utilzar los peErmBdos por la Ley para Sormulackin,
fabricacion. mportacion, comemlalzacion y empieo de plaguicidss y producios afiees de uso agricola
Ly oL T3],

4.4 Los envases onbeni=ndo s gramcs. die malz detsrian ser amacenados sobne paleis (ssfbas ).

5. IMEPECCIIN

5.1 Muscirac

6.1.1 El muestreo se efectuard de acusrdo o lo establecido en s NTE INEN 1 233,

6.1.2 Aceptzcién o rechazo. B @ muestra ensayada no oumple con uno o mids de s reguisios
establecidos =n esia morma, = oonsiderard no clasificada. En caso de discrepancla se repetiran los
ENSAyCS SOhMe |3 mussrs reserviyds para iales efecton.

8. ENVAZADD

2.1 El malz =n gramno pama consumo deberd ser comercializado a grane! 0 =0 snvases, gus aseguren
proieccidn del producio contra la accionm de agenies ssEemos gue puedan alisrar sus caracteisticas

guimicys o fisicas; resistr las condicones de manejo. ransporie ¥ almaoenamisnio.

7. ETIQUETADD

7.1 Los envases destinados a contener malz =n grano seran eliquetiados de acwerdo a o esiablecido
en la NTE INEN 1 334,

{Comtinge)
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AFPENDICE Z

Z1 DOFURENTOE RORMATIVOE A CONEULTAR

Hiorma Téonica Eouasfioriara MTE INEN 1 2331887 Grmanos y oersales. Wvecineo

Horma Téonkca Epusforiares MTE INEN 1 236: 1387  Grmanos ¥ oorsalkes. Lidfodo g ensaye. Ao, soya,
TRHE

Kiorma Téonica Eousforiana NTE INEM 1 334:1386  Rofiado ge prodivcios aiimenticlos pany consoms
Rumandg.

Hiorma Téonikca Eousfioriara MTE IMEM 1 E13: 1887 Granos y oensales. Wia'z Deferminacidn gel confe-
nic o humedad

Horma Técnka Ecuatoriars NTE INEN 1 S63:1386 Deferminacion def contenido de aflatoxdnas 51,

Hiorma Téonica Eousfioriara MTE INEM 2 0S0: 1935  Granos y oensakes. Wia'z an granc. Defnicicnes ¥
chrsficacin

Z.2 BAZESR DE EZTUDID

Norma Coder Almendaris. CAGYOl. XVIFa. Ed Normas de! Codexr pany Cenmales,  Epumbres
Egumincsas ¥ roducics genvaocs. Roma, 1887,

Horma Colomblana. ICONTEC 366, indusidas almenfarias Malr en gmanc pars comsome. Bopoid
191

Hiorma Centroamericana I[GAIT 34 047, Srancs contaminados. Mair en grano. Guatemala 1578

Roberio W. Varisdsdss mejorias, m&lodos de cullvo ¥ produccidnm de semilas. Ediorial  Umusa.
Méyico, 1887,

Feyes Pede Tiagencing basica y apicada. AGT, sdior, 2.4 México, 1987,

Ramirez M. Almacenamilenio y consermaciin de granos y samillas. Editorial Conimental. México, 13252,
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INFORMACHIN COMPLEMENTARLA

Ceacamento: TITULD:

HTE INEN 187 GRS X SRRRALR MER . GRAN S, RREWEE,
{2da. Revision) T e e e e e et e et e e e e e e e

Codigo
SRS RAAN

CRIGINAL: REVIS KN

FECrE o= Iniclaciin del eshudlo Secha de aprobacion anberdor por Conssjo Directive, 1§88-50-28

Ificialzacidn por Acusrdo Moy, LGB 0, TRRRSERE.
Filcado =n o Reglstro Ofical Mo, &R0, 02, TRERAISED o
Fecha de Inidacion del estudla, G BRI
Fechas de corsukapobilca: d= . 2
Subcombg Téonioo (o ComEe intemol ||| Grancs §oereaess

Fecha de inicladdn, | o AERGIRARR L e FEETR 2 aprobadin: | GBI v s i e
Inf=grani=s dal Subcomid TECnkoD (o Comits Inbema):

HOMERE METITUCION REPREZENTADA:

Img. C&zar Caoeres | Presidenie) CAMARA DE AGRICULTURA
ar. Jorge Vaca MICIF
Img. CEcar Mayongs MAG — DIRECCICN MACIONAL AGRGFE-

CLUARLA
Img. Juan Sancher ECUAGRAN
Irsg. Leibs: Dagui AFAEA
Imag. Wirido Salarar MAG — BUSBECRETARIA OE POUITICAS
CE INWVERSHIM
Img. Banbago Crespo INIAP - FICHILINGILE
Img. Jorge Alvarer AL TRESA
Sr. Jorge Qulntany ALMAZRD
Cra. Biamca Maflex MOLINGE CHAMFION
Sra. Facla Reza WIGOR 3. A
Img. Xawvier Cevallos MICIF

Img. BiD FoDs-aedin:

DOr. Eerglo Mirs
3r Widlor Toalka
Irsg. Luis Ealladares

Irg. Guida Zurita Z. (Secretario TEcmioo)

MAG — FROGRAMA MACIONAL DEL ALGD-
DON, S30YA, MAIZ

OLEIA 3. A

MICIF

BCOLEA DE PRODUCTOE AGROPECUARICE
IKEN

Ciros trdmilbes

CARACTER: Se recomienda su aprobacion coma: ,, SHIERRRTIA..

Aprobachin por Corselo Dirschve =n sesitn de
NERRRTARA e PRI e

Cfdaizada coma CHENARLRCR.
Paor Apusrdo Minisieral Bo §288 o

Registro Olckl Mo, TR e l"'\---ﬁﬁﬁ.‘.ﬁ:ﬂ%




ANEXO |

ANALISIS DE AFLATOXINA PROTAL

GCR -4.1-01-00-03

Informe: 12-10/0031-A001

Datos del cliente

Nombre: Vargas Fanas Cristian Javier

‘ Telefono: 1991743946

Direceion: Bellavista Mz, 22V, 33

Identificacion de la muestra | etigueta

Nomhbre: CONCENTRADO DE AFLATOXTNA

Codizo muestra: 12-10/0031-M001

Marca comercial: 5

Lote: N/A

Tipe de alimento: VARIOS

Fecha elaboracion: N/A

Envase: PEBD

Fecha expiracion: N/A

Conzervacion: Ambiente 20 °C - 25 °C

Fecha recepeion: 03/102012

Fecha analiziz: 06092012 Vida util: H/A
Contenids neto declarado: 150 ml
Contenids neto encontrado: }/4
Prezentaciones: M/4
Condiciones chmaticas del ensayor Temperatwra 22.5 °C £ 2.5 °C Y Humedad Relativa 55% = 1 5%
Analiziz Microbiclogicos

Enzayos realizados Tnidad Eesultads Requisitos Metodos Fef.

Aflatorainas * peb 40 - Método Interno HPLC - TV/VIS *

Los resultados emiidos comresponden exclusivamente a la musstra proporcionada por el clisnte.

= Ohservaciones:

Se reahizo el parametro de aflatoronas solieitados por el cliente.

El dato de aflatoxinas se encuentran registrados en el cuademmo mterno de trabajo de nucrobiologia en la pagima 12-03605.

* Parametros Mo Acreditados
Fepresenta el Exponente

* Subcontratado

En microbiologia los valores expresados como = 1.8, =2, =3, v = 10 se estiman ausencia

Los resultados del presente mforme son validos hasta 6 meses a partir de su emusion

Guayaquil, 11 de Octabre del 2012,

Dra. Glona Bajatia de Pacheco
Directora Generzl v Gerente Tacnico

Ing. Maria Teresa Amador
Guerente de Calidad




ANEXO J

COTIZACION INSUMOS




ANEXO K

PLACAS DEL MICROORGANISMO SELECCIONADO




