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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determind la incidencia de adulterantes
e inhibidores de leche cruda en diez centros de acopio con capacidad de
recepcion de 2000 a 10000 litros que corresponden a 7 Cantones de la Provincia
del Azuay. Se recolectdé un total de 90 muestras tomadas en 3 visitas a cada

centro durante los meses de Julio y agosto.

En cada muestra se analizd la presencia de antibiéticos, peroxidos vy
neutralizantes mediante pruebas de diagnéstico rapido en el laboratorio de

Inocuidad de los alimentos de AGROCALIDAD Azuay.

Para la deteccion de antibidticos se utilizé el kit Trisensor que tiene una
sensibilidad de analisis, validada a nivel mundial segun los limites maximos
permitidos por el CODEX ALIMENTARIUS, y es utilizada por el Organismo de
control oficial y permite detectar tres familias de antibiéticos: betalactamicos,
sulfonamidas y tetraciclinas. La Deteccion de la presencia de peroxidos, se
realiz6 mediante el Test M-Quant que puede medir un rango entre 0,5 a 25 mg
de perdxido por litro de leche. La presencia de neutralizantes fue determinada
mediante el método de alizarina establecido en la NORMA INEN 9: Requisitos

Leche Cruda.

Se analizaron 141.500 litros de leche cruda, que demostraron que el 64.7% del
total de litros muestreados durante el estudio, no son aptos para el consumo

humano, segun lo establecido en la Norma INEN 0009: 2012 y el CODEX.

TATIANA ELIZABETH PAGUAY NARVAEZ
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La incidencia de antibioticos fue de un 13.3% de casos positivos a betalactamicos
y no hubo presencia de sulfonamidas vy tetraciclinas. El 16.4% de leche cruda

estuvo adulterada con peroxido y el 60% con neutralizantes.

Palabras claves: CENTRO DE ACOPIO, LECHE CRUDA, ANTIBIOTICO,

PEROXIDO, NEUTRALIZANTE, CONTROL DE CALIDAD DE LECHE CRUDA.
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ABSTRACT

In the present research we determined the incidence of adulterants and inhibitors
of raw milk in ten collection centers with 2000 to 10,000 liters reception capacity
covering 7 Counties in the Province of Azuay. We collected a total of 90 samples

taken on 3 visits to each center during the months of July and August.

In each sample the presence of antibiotics, peroxides and neutralizing was
analyzed using rapid diagnostic tests in the laboratory of Food Safety of

AGROCALIDAD Azuay.

For the detection of antibiotics we used the tri sensor kit with a sensitivity of
analysis globally validated according to the maximum levels allowed by the
CODEX ALIMENTARIUS, and it is used by the Agency for official control and can
detect three families of antibiotics: Beta-lactams, Sulfonamides and Tetracycline.
Detection of the presence of peroxides was done using the test M-Quant that can
measure a range between 0,5 to 25 mg/l of H202. The presence of neutralizing
was determined using the method of Alizarin stablished on STANDARD INEN 9:

Requirements Raw Milk.

We tested 141.500 liters of raw milk, which showed that 64,7% of the total of liters
sampled during the study, are unfit for human consumption, as provided in the

Standard INEN 0009: 2012 and CODEX.

TATIANA ELIZABETH PAGUAY NARVAEZ
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The incidence of antibiotics was 13,3% of positive beta-lactams cases and no

presence of sulfonamides and tetracycline. 16, 4% of raw milk was adulterated with

peroxide and 60% with neutralizing.

Key Words: COLLECTION CENTER, RAW MILK ANTIBIOTIC, PEROXIDE

NEUTRALIZING QUALITY CONTROL OF RAW MILK.
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1 INTRODUCCION

La determinacion de adulterantes (peroxidos y neutralizantes) e inhibidores
(antibidticos) presentes en la leche cruda bovina es un tema de importancia debido
a que la leche y sus derivados son productos consumidos por la mayor parte de la
poblacidon, aproximadamente el 75% de la producciéon es destinada para el

consumo humano.

En el Ecuador se registra una produccién diaria de 6.262.408 litros de leche; por
su parte en la Provincia del Azuay segun las estadisticas del ESPAC - INEC 2013
se registra una produccion diaria de 583.669 litros (INEC, 2013) que corresponde
al 9,32% de la produccion nacional siendo esta la segunda Provincia a nivel
nacional con mayor produccion ganadera. Del total de la produccion diaria 344.353
litros de leche (que representa el 59% de la produccion diaria) son transportados
desde la finca a centros de acopio, previo a llegar a las industrias de

procesamiento de derivados lacteos.

Es evidente que en la cadena de comercializacién de leche cruda de la Provincia
del Azuay, ocupan un papel primordial los Centros de acopio distribuidos en toda
la Provincia, debido al manejo y condiciones de almacenamiento que influyen
directamente en la calidad total de la leche cruda, que se procesa a nivel

nacional.

Segun el art 13: de la constitucion de la Republica del Ecuador se establece que

las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y permanente a

TATIANA ELIZABETH PAGUAY NARVAEZ
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alimentos sanos, suficientes y nutritivos por ende es obligacion tanto de los
productores, transportistas, propietarios de centros de acopio y de la Agencia
Ecuatoriana del Aseguramiento de la Calidad del Agro garantizar la

comercializacion de leche sana e inocua.

De no cumplirse con lo establecido en este articulo pueden haber riesgos en la
salud de los consumidores ya que el consumo de leche con residuos de
antibioticos puede provocar alergias, toxicidad directa y resistencia bacteriana
(Chamorro Hernandez, Lopez Benavides, Astaiza Martinez, Benavides Melo, &
Hidalgo, 2010). Ademas en los procesos industriales se dificulta la elaboracion de
quesos, yogures y otros derivados, que implican fermentacién con cultivos

bacterianos (Vasquez & Olivera, 2012),

A su vez en zonas del pais donde operan intermediarios que acopian leche cruda
para venderla al consumidor final, es comun adicionar sustancias que prolonguen
el tiempo de conservacion de la leche, entre estas sustancias se encuentran los
perdxidos y neutralizantes, El uso de estas sustancias puede ocasionar problemas
en la elaboracion de derivados lacteos tales como el queso crudo (Villegas de
Gante & Santos Moreno, 2013). Ademas la ingestion de soluciones diluidas de
perdxido de hidrégeno por las personas puede inducir vémitos, leve irritacion
gastrointestinal, distension gastrica, (Agency for toxic substances and disease
registry, 2002). Y mutaciones (cambios genéticos). (New Yersey Department of

health, 2008)

TATIANA ELIZABETH PAGUAY NARVAEZ
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En lo que se refiere a la presencia de neutralizantes en leche cruda, en la Norma
INEN 009 (2012), se mencionan orina, carbonatos, hidroxido de sodio, jabones.
Altas concentraciones de carbonatos o bicarbonatos en el cuerpo humano pueden
interrumpir las sefiales hormonales que regulan el desarrollo y la reproduccién

(Calderon, Rodriguez, & Martinez, 2013)

Por todo lo expuesto la presente investigacion se centré en determinar la
incidencia de antibidticos, neutralizantes y peréxidos en diez centros de acopio de
leche de la provincia del Azuay mediante pruebas de diagnéstico rapido ayudando
al organismo de control a mejorar las técnicas que garanticen la

comercializaciéon de leche de calidad.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo General

Determinar la incidencia de adulterantes e inhibidores de la leche cruda
gue se almacena en diez centros de acopio de la provincia del Azuay,

mediante pruebas de diagndstico rapido.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Determinar la incidencia de antibidticos segun su tipo (sulfonamidas,
betalactamicos, y tetraciclinas) en la leche cruda almacenada en 10

centros de acopio de la provincia del Azuay.

TATIANA ELIZABETH PAGUAY NARVAEZ
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- Establecer la incidencia de leche cruda contaminada con peroxido y
neutralizante en los centros de acopio de la provincia del Azuay con
capacidad de recepcion de 2000 a 10000 litros de leche cruda.

- Determinar en qué canton existe mayor incidencia de adulterantes e

inhibidores de leche cruda.

1.2 HIPOTESIS (Ha)

- En la leche cruda almacenada en los centros de acopio de la provincia del
Azuay con capacidad de recepcion de 2000 a 10000 litros existe mayor

incidencia de contaminacion con peroxidos respecto a neutralizantes.

- En la leche cruda almacenada en los centros de acopio de la provincia del
Azuay con capacidad de recepcion de 2000 a 10000 litros existe mayor

incidencia de betalactadmicos frente a sulfonamidas y tetraciclinas

TATIANA ELIZABETH PAGUAY NARVAEZ
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2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Definiciones:

La definicidon de leche esta dada por su origen y hace referencia al producto de la
secrecion normal de la glandula mamaria de animales bovinos sanos, obtenida por
uno o varios ordefios diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos. (Agudelo
Gomez & Bedoya Mejia, 2005), sin ningun tipo de adicidn o extraccion, destinada

a un tratamiento posterior previo a su consumo. (NORMA INEN 0009, 2012)

El Codex Alimentario manifiesta que la leche es la secrecion mamaria normal de
animales lactantes que se obtiene de uno o mas ordefios sin adiciones ni
extracciones, y que se proyecta destinar al consumo como leche liquida o para su

elaboracion ulterior. (Codex alimentarius, 2012)

De acuerdo con la FAO la leche es el producto de la secrecion mamaria, obtenido
por uno o varios ordefos, sin adicion o sustraccion alguna. ( Parra Trujillo, Pelaez

Suarez, Londofio Arango, Pérez Almario, & Rengifo Benitez, 2003)

2.1.1 Leche cruda

Leche cruda es aquella que no ha sido sometida a ningun tipo de calentamiento,
es decir su temperatura no ha superado la de la leche inmediatamente después de

ser extraida de la ubre (no méas de 40°C) (NORMA INEN 0009, 2012)
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2.1.2 Leche de calidad:

Una leche de calidad es aquella que posee una composicion (grasa, proteina,
lactosa, vitaminas y minerales) de excelencia, que presenta bajos recuentos
microbianos (higiénica), libre de patdgenos, sin contaminantes fisico-quimicos y
con adecuada capacidad para ser procesada. (SOLID OPD, 2010). En lo que se
refiere a la leche de consumo, esta debe ser limpia y sana. (Nueva Biblioteca del

campo, 2008)

2.1.3 Leche alterada:

Se define como leche alterada cuando por razones naturales la leche ha sufrido
modificaciones en sus caracteristicas fisicas, quimicas, y organolépticas mas alla

de los limites maximos. (Avila Téllez & Gutiérrez Chavez , 2009)

2.1.4 Leche contaminada:

Es aquella que contiene microorganismos patdgenos y otros en cantidades
inaceptables, cuerpos extrafios, hormonas, asi como plaguicidas, bactericidas o
cualquier sustancia toxica en cantidad que rebasa los limites maximo establecidos.

(Avila Téllez & Gutiérrez Chavez , 2009)

2.2 Caracteristicas organolépticas de la leche:

La leche es un liquido opaco, dos veces mas viscoso que el agua de sabor

ligeramente azucarado y de olor caracteristico (Nueva Biblioteca del campo,
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2008). El sabor dulce proviene de la lactosa mientras que el aroma viene

principalmente de la grasa. (Duran Ramirez, 2009).

Sin embargo la leche absorbe facilmente olores como el olor del establo o de
pintura recién aplicada, ademas, ciertas clases de forrajes consumidos por las
vacas proporcionan cambios en sabor y olor a la leche; de igual manera la accién
de microrganismos puede tener efectos desagradables en sabor y olor. (Duran
Ramirez, 2009). Entre los requisitos organolépticos que debe cumplir la leche

cruda se encuentran los siguientes:

- Color: Debe ser blanco opalescente o ligeramente amarillento.
- Olor: Debe ser suave, lacteo caracteristico, libre de olores extrafios.
- Aspecto: Debe ser homogéneo, libre de materias extrafias. (NORMA INEN

0009, 2012)

Ademas de las caracteristicas organolépticas la leche tiene algunas propiedades

fisicoquimicas que se detallan en el siguiente cuadro.

Tabla 1 Propiedades fisicoquimicas de la leche

Propiedad Valor
Densidad a 15 °C 1.030- 1034 g/cc
Calor especifico 0,93 °C
Punto de congelacién -0,55°C
Ph 6,5- 6,6
Acidez 16- 18 ° Dornic

Fuente: (Nueva Biblioteca del campo, 2008) Realizado por: (Autores, 2015)

TATIANA ELIZABETH PAGUAY NARVAEZ
ANGEL GABRIEL CORONEL ALVAREZ 25



é?.emm UNIVERSIDAD DE CUENCA

{

2.3 Valor nutritivo y composicion de laleche:

Los alimentos son necesarios para producir energia, para el trabajo muscular y
para la formacion y reparacién de tejidos, Una dieta completa proporciona todos

los nutrientes necesarios para estos fines. (Nueva Biblioteca del campo, 2008).

Tratada industrialmente, la leche, ha supuesto un gran avance en nutricién
humana, tradicionalmente se ha considerado como un alimento completo y
equilibrado, proporcionando un elevado contenido de nutrientes en relacién al
contenido caldrico aporta proteinas de alto valor bioldgico, hidratos de carbono,
grasas, Vvitaminas liposolubles, vitaminas del complejo B y minerales,
especialmente calcio y fosforo. (Fernandez Fernandez, y otros), a las cuales se les
denomina extracto seco o sélidos totales cuyos valores varian por multiples
factores como son: la raza, el tipo de alimentacion, el medio ambiente y el estado
sanitario de la vaca entre otros. (Agudelo Gomez & Bedoya Mejia, 2005), por lo
que se puede decir que su valor nutricional asi como el econdémico estan
directamente asociados con su contenido de soélidos ( Estrada Martinez &

Gutierres , 2011)

Por ende la composicion de la leche es compleja y posee las siguientes

caracteristicas:

- Contiene alrededor del 87% de agua (Chamorro Hernandez, Lépez
Benavides, Astaiza Martinez, Benavides Melo, & Hidalgo, 2010) o también
se puede considerar un valor entre el 85,3 y 88,7% (WingChing Jones &

Mora Chaves, 2013)
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- Un 3.5% de grasas (Chamorro Hernandez, Lépez Benavides, Astaiza
Martinez, Benavides Melo, & Hidalgo, 2010) y es considerada la variable
mas importante para la industrializacion de la leche; un porcentaje mas alto
de grasa, indica que la leche cruda es de alta calidad, ademas es una
variable que incrementa el valor econémico de la LC (WingChing Jones &
Mora Chaves, 2013)

- Casi el 4% corresponde a lo protidos (sustancias nitrogenadas) entre ellos
la caseina (Chamorro Hernandez, Lépez Benavides, Astaiza Martinez,
Benavides Melo, & Hidalgo, 2010) o un valor entre el 23 y 44 %
(WingChing Jones & Mora Chaves, 2013)

- Un 4.5% de lactosa (azucar de la leche) (Chamorro Hernandez, L6pez
Benavides, Astaiza Martinez, Benavides Melo, & Hidalgo, 2010) o también
se puede considerar un porcentaje de lactosa entre 3,8 y 5,3% (WingChing
Jones & Mora Chaves, 2013)

- Son escasas las sales inorganicas 0.5%

- Finalmente, en baja proporcion pero cumpliendo funciones biologicas se
encuentran las vitaminas A y D. (Chamorro Hernandez, Lopez Benavides,

Astaiza Martinez, Benavides Melo, & Hidalgo, 2010)
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La siguiente tabla muestra la composicion de algunos tipos de leche:

Tabla 2 Composicion de algunos tipos de leche

Especie Agua Grasa Proteina Lactosa Sales minerales
Mujer 87,6 3,6 1,9 6,6 0,2
Vaca 87,6 3,7 3,2 4,8 0,7
Cabra 87,5 4,1 3,4 4,2 0,8
Oveja 81,5 7,5 5,6 4,4 1,0
Llama 86,5 3,2 3,9 5,6 0,8
Fuente: (Nueva Biblioteca del campo, 2008) Realizado por: (Autores, 2015)

2.4 Importancia del consumo de leche de vaca en la alimentacién del ser

humano.

La leche de vaca es un alimento de primera necesidad. De gran demanda por su
alto valor nutricional que se refleja en sus componentes, es considerada un
alimento basico en la dieta de nifios, ancianos, enfermos, y en general de toda la

poblacién. (Mejia Bedoya & Gomez Agudelo, 2005)

Los productos lacteos, como la leche, queso y el yogur, son buenas fuentes de

calcio, proteinas, energia y vitaminas del complejo B. (OMS, 2010)

Segun estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud y la
Organizacion Panamericana de la Salud, un bebe de 6 a 23 meses de edad
necesita consumir de 200 — 400ml de leche o yogur cada dia si es que consume
productos de origen animal o 300 — 500 ml de leche o yogur si no los consume

(OMS, 2010)

En un estudio realizado en 601 nilos menores que concurrieron a Centros de

Salud Municipales de la ciudad de Coérdoba (Argentina), a partir del segundo y
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tercer mes se registré una reduccion importante de la Leche materna exclusiva; en
el cuarto mes se observéo aumento del consumo de leche de vaca (38% de los
nifios); a los seis meses predominaron los nifios alimentados con leche de vaca
(52%) y desde esa edad hasta el afio se observd un progresivo reemplazo de la
leche materna por la de vaca. (Albarenque , Marchisio, Armelini, Gomilla, Ferreyra,
& Mas, 2015) Lo que demuestra la importancia que tiene la leche de vaca en la

alimentacién de los nifios menores de un afio.

2.5 Produccién de leche en el Ecuador

En el Ecuador existe una produccion diaria de 6.262.497 litros de los cuales
877.749 litros son procesadas en la UPAS; 697.693 litros son consumidas en las
UPAS; 127.243 litros son destinados a la alimentacion al balde; 4.534.776 son

vendidos en liquido mientras que 24.646 son destinados a otros fines.

Del total de leche producida en el Ecuador la region de mayor produccién es la
region sierra con 4.851.510 litros diarios, por su parte en la regién costa existe una
produccion diaria de 950.945 litros mientras que en la regién Oriental diariamente

se producen 500.911 litros (INEC, 2013).

Se puede resumir que del total de leche producida en el afio 2013, el 72,41% se

destind a las ventas y el 14,02% fue procesado en la UPA. (ESPAC, 2013)

2.6 Produccion de leche en la provincia del Azuay

En la provincia del Azuay se ordefian diariamente un total de 124.558 vacas que

producen un total de 583.669 litros de los cuales 73.901 son procesadas en las
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UPAS; 7.388 litros son destinados a la alimentacion al balde; 119.160 litros son
utilizadas el consumo de las UPAS; 382.142 son vendidos en liquido; y 1.078 son

destinados a otros fines. (INEC, 2013)

2.7 Adulterantes e inhibidores de leche

Si bien son incuestionables las cualidades nutritivas de la leche y los productos
lacteos, no es menos cierto que, desde su sintesis en la glandula mamaria hasta
su llegada al consumidor, estas cualidades estan sometidas a un gran ndmero de

riesgos que hacen peligrar la calidad original. (Magarifios, 2000)

Estos riesgos son: la contaminacion y multiplicacion de microorganismos,
contaminacion con gérmenes patdgenos, alteracion fisico-quimica de sus
componentes, absorcion de olores extrafios, generacibn de malos sabores y
contaminacion con sustancias quimicas tales como pesticidas, antibiéticos,
metales, detergentes, desinfectantes, particulas de suciedad, peroéxido,

neutralizantes etc. (Magarifios, 2000)

Todos éstos, ya sea en forma aislada o en conjunto, conspiran en forma negativa
sobre la calidad higiénica y nutricional del producto y, consecuentemente,
conspiran en contra de la salud publica y economia de cualquier pais. (Magarifios,

2000)

En esta Investigacion se estudio dos grupos de contaminantes quimicos. El primer

grupo denominado inhibidores dentro del cual se encuentran los antibioticos;
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mientras que el segundo grupo es llamado adulterantes y dentro de este se

encuentran los peréxidos y neutralizantes..

2.7.1 Inhibidores de la leche

Los inhibidores han sido definidos como toda sustancia quimica o biolégica, que al
ser administrada o consumida por el animal, se elimina y/o permanece como
metabolito en la leche, en la carne o en los huevos, con efectos nocivos para el
consumidor. (Méttar, Calderon, Sotelo, Sierra , & Tordecilla, 2009). Dentro de los
inhibidores de la leche se encuentran los antibiéticos de los cuales se habla a

continuacion.

2.7.1.1 Antibiéticos en leche

La produccion de leche en el mundo se ha incrementado, favorecido, entre otros
factores, por el uso de agentes antimicrobianos para tratar enfermedades
infecciosas, particularmente mastitis, pero el uso clinico inadecuado de estas
sustancias da como resultado la contaminacion de la leche con residuos, lo cual
plantea un serio problema para la salud publica y la industria lactea. (Ramirez, y

otros, 2001)

En la intencién de mejorar y asegurar la salud del consumidor contra los posibles
efectos adversos que pudieran producirse tras una exposicion de residuos de
antibacterianos en los alimentos de origen animal, se han establecido los limites
maximos de residuos (MRL) que se define como la maxima concentracion del

contaminante admisible en un alimento sin que ello suponga un riesgo para la
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salud de los consumidores. EI MLR se expresa en mg/kg de alimento. ( Romero

del Castillo & Mestres Lagarriga, 2004).

Problemas que causa la ingesta de leche contaminada con antibiéticos

Se ha demostrado que después de la administracion de cualquier tratamiento
veterinario, los residuos del medicamento aparecen en los productos comestibles
obtenidos de los animales tratados; estos residuos producen numerosos
problemas en el humano, siendo el de mayor importancia la aparicion de
resistencia multiple en bacterias patdogenas al ser sometidas a bajas
concentraciones sub- terapéuticas, (Noa-Lima, Noa, Gonzélez, Landeros , &

Reyes, 2009)

Segun Balbero Mercado (2006) los efectos toxicos de los antibiéticos se clasifican
en directos e indirectos. Son efectos directos aquellos producidos por la utilizacion
de antibidticos, en condiciones terapéuticas. Se manifiestan en variadas formas
clinicas como: toxicidad en rifidn, higado, sangre, medula, oido, efectos

teratogénicos, carcinogénicos y alergias graves.

Los efectos indirectos son asociados a los fenbmenos de resistencia bacteriana y
a las reacciones alérgicas. Con respecto a la resistencia bacteriana el principal
factor incidente en la aparicidbn de cepas resistentes es el empleo excesivo de
antimicrobianos que son administrados a los animales con tres propositos basicos:
profilaxis, tratamiento terapéutico y promocién del crecimiento. (Salim, Calderén

Sotelo, Sierra, & Tordecilla, 2009)
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Los cédigos de alimentos a nivel mundial, insisten que la leche y sus derivados
deben ser libres de residuos de inhibidores, principalmente de antibiéticos debido
a que puede causar: shock anafilactico reduccidén de la sintesis de vitaminas.
(Ferraro , 2006), alergia, sobre crecimientos y algunos efectos téxicos, alteraciéon
de la flora intestinal y desarrollo de microrganismos patégenos (Salim, Calderén ,

Sotelo, Sierra, & Tordecilla, 2009);

Problemas que causa la leche con antibiéticos en la industria lactea

En la industria lactea la leche con presencia de antibioticos, tiene efectos
negativos debido a que los cultivos iniciadores empleados en la produccion de
derivados lacteos fermentados, tales como queso y Yogurt, son extremadamente
sensibles a bajas concentraciones de antibiéticos en la leche (Noa-Lima, Noa,
Gonzalez, Landeros , & Reyes, 2009). La presencia de antibiéticos en leche,
causa inhibicion de las bacterias iniciadoras utilizadas en la elaboracion de estos
productos lacteos. (Allara, lzquierdo, Torres , & Rodriguez, 2002), ademas
presenta serios problemas para el desarrollo de los fermentos lacticos,

prolongando significativamente la duracion de los procesos industriales.

Se han encontrado fallas en quesos (sabor dulce en el Gruyere, mala maduracién
del Cheddar) con concentraciones de Penicilina desde 0.01 a 0.1 Ul / ml en leche,
asi como hinchazén precoz por Coliformes en quesos de leches con
concentraciones similares de residuos de Penicilinas. Las sulfas limitan la
formacion de acidos, aun en bajas concentraciones, no siendo éstas inactivadas

por la pasteurizacion ni la esterilizacion. (Ferraro , 2006)
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Exposicion de algunos tipos de antibiéticos a diferentes grados de

temperatura

La exposicibn de antibioticos a altas temperaturas en los procesos de
industrializacion no inhibe completamente su actividad antimicrobiana como se

puede observar en la siguiente tabla:

Tabla 3. Termo estabilidad de algunos tipos de antibioticos

Antibidtico Esterilizacién Calentamiento pasteurizacién
120°c/20min 140°C/10 seg 60°c/30 min
Clortetraciclina 90% 29% 31%
Doxicilina 84% 39% 18%
Oxitetraciclina 89% 17% 23%
Tetraciclina 91% 29% 21%
Pasteurizacion 90°C/30min 100°C/30min
Penicilinas 8% 20% 50%
Estreptomicina - - 66%
Neomicina - - 66%
Fuente: (Zorraquino , Althaus, Nagel , Roca, & Molina, 2010) Realizado por: (Autores, 2015)

(Balbero Mercado & Balbero Mercado, 2006)

Tipos de antibidticos que se analizaron en esta investigacion.

Se analizaron tres familias de antibiéticos: sulfonamidas, betalactamicos y
tetraciclinas. A continuacién se describe algunas caracteristicas importantes de

cada uno de ellos.

Sulfonamidas

Las sulfonamidas tienen actividad antimicrobiana variable contra microrganismos

Gram positivos y Gram negativos. Su efecto depende de la dosis, por ejemplo una
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concentracion moderada de sulfonamidas resulta bacteriostética, y en este caso
son los mecanismos de defensa celular y humoral del huésped los que causan la
erradicacion final de la infeccion. Aunque una concentracién alta puede resultar
bactericida, pero esto generalmente no sucede en la clinica. (Sumano Lépez &

Ocampo Camberos, 2006)

En la clinica veterinaria actual, existe |la tendencia a considerar la combinacion de
sulfonamidas con trimetoprim como la primera eleccién en muchas enfermedades
por su efecto sinérgico. Dicho fendmeno se debe al costo relativo del tratamiento,
pues aunque de momento parece ser mas costoso, por su notable eficacia reduce
el nimero de dias de tratamiento y sus propiedades farmacocinéticas le permiten
una magnifica distribucion y efectos téxicos casi nulos. (Sumano Lopez & Ocampo

Camberos, 2006)

Tiempo de retiro

En animales lactantes, las sulfonamidas se excretan en la leche en
concentraciones muy similares a las de la sangre. Por ejemplo el tiempo de retiro
de algunos tipos de sulfonamidas son los siguientes: El tiempo de retiro de la
sulfametazina para bovinos de engorda, con una dosis de 150-247 mg/kg es de
10-12 dias, y de 96 h para vacas lecheras. Al administrar bolos de liberacion
prolongada (250-500 mg/kg) se recomienda un tiempo de retiro de 28 dias para
bovinos de carne. (Sumano Lopez & Ocampo Camberos, 2006). Por su parte el

tiempo de retiro de sulfadimetoxina cuando se administra en forma inyectable (400
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mg/ ml) por via 1V, el tiempo de retiro es de cinco dias para carne y 60 h para

leche. (Sumano Lépez & Ocampo Camberos, 2006)

Betalactamicos

La presencia de un anillo betalactamico define quimicamente a esta familia de
antibiéticos de la que se han originado diversos grupos: Penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemas, monobactamas e inhibidores de las

betalactamasas. (Marin & Gudiol, 2002).

Penicilinas

Uno de los grupos antibiéticos mas generosos desde el punto de vista de su
eficacia y casi nula toxicidad es el de las penicilinas. De las penicilinas que se
obtienen (F, G, K, O, X, etc.) Las uUnicas que resultaron clinicamente utiles son
la bencilpenicilina G o penicilina G (en forma de sal sddica, potasica, procainica o
benzatinica) y la fenoximetilpenicilina o penicilina V. (Sumano Lopez & Ocampo

Camberos, 2006). A continuacion se muestra la clasificacion de este tipo de

antibiéticos.
Tabla 4. Clasificacion de las penicilinas

Naturales Resistentes Aminopenicilinas De amplio espectro

a penicilinasa
G sodica Cloxacilina Ampicilina Ticarcilina
G potésica Dicloxacilina Amoxicilina Carbenicilina
G procainica Nafcilina Hetacilina Combinaciones con &cido
G benzatinica Mexicilina clavulanico

Fluxoxicilina

Fuente (Sumano Lépez & Ocampo Camberos, 2006) Realizado por: (Autores, 2015)
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Tiempo de retiro

En cuanto al tiempo de retiro de la penicilina G potasica esta se absorbe por via
intrauterina, dando lugar a residuos detectables en leche por 12 h como minimo.
Para carne de cerdos y bovinos se recomiendan seis dias de retiro, y para leche,

24 h.

Por su parte el Tiempo de retiro de la Penicilina G procainica es por lo menos de
una semana posterior a la Ultima inyeccion de penicilina G procainica; en algunos
paises se extiende el periodo a 14 dias. (Sumano Lopez & Ocampo Camberos,

2006)

Asimismo el tiempo de retiro de la penicilina G benzatinica para vacas productoras
de leche es de 20-30 dias, aunque esto depende de la técnica analitica. Para la
FDA, la tolerancia es de cero residuos, y por lo tanto no se recomienda su uso o
se ha especulado sobre el tiempo de retiro sefialado. Para bovinos de carne ese

tiempo es de 30 dias. (Sumano Lépez & Ocampo Camberos, 2006)

Problemas que ocasionan los residuos de penicilinas en la leche.

Las consecuencias para la salud publica incluyen el desarrollo de resistencias y la
sensibilizacion de sujetos susceptibles a reacciones alérgicas, incluso

anafilacticas. (Sumano Lépez & Ocampo Camberos, 2006)

La penicilina interfiere en la transformacion de la leche en otros derivados; por
ejemplo, su accion inhibitoria sobre bacterias coagulantes de la leche impide la

elaboracion de quesos. Es importante que el médico veterinario evite que se
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comercialice leche de vacas tratadas con betalactamicos cuando no se ha

respetado el tiempo de retiro. (Sumano Lopez & Ocampo Camberos, 2006)

Cefalosporinas

Las cefalosporinas son un grupo de antibiéticos cuyo espectro fluctia desde muy
especifico contra bacterias Gram positivas, hasta amplio espectro con marcada
actividad contra Gram negativas; por ello se les utiliza para el tratamiento de una

gran variedad de infecciones.

Las cefalosporinas constituyen un gran recurso en el tratamiento de la mastitis por
via intramamaria, aunque la penetracion en esta glandula es variable luego de una

aplicacion parenteral. (Sumano Lépez & Ocampo Camberos, 2006)

Al parecer, la eficacia de todas las cefalosporinas no esta relacionada con las
concentraciones que logran en leche, pues muchas de ellas llegan hasta el epitelio
y no se difunden hacia la leche; por lo tanto, sus periodos de eliminacién de la

linea de ordefia son muy cortos.

Para la mayoria de las cefalosporinas la eliminacién se realiza por secrecion
tubular renal, por filtracion glomerular o por ambas vias. (Sumano Lopez &

Ocampo Camberos, 2006)
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Tabla 5 Clasificacion de las cefalosporinas

Primera Segunda Tercera Generacion Cuarta
generacion Generacion generacion
Cefalotina Cefamandol Cefotaxima Cefepima
Cefalozina Cefonicida Ceftriaxona Cefquinoma
Cefapirina Cefuroxima Cefoperazona Cefpiroma
Cefacetrilo Cefmetazol Ceftiofur
Cefalexina

Fuente: (Sumano Lépez & Ocampo Camberos, 2006)  Realizado por: (Autores, 2015)

Tiempo de retiro

Las cefalosporinas se distribuyen hasta la leche, pero cuando se utilizan las dosis
recomendadas no se encuentran residuos, o son tan bajos que no rebasan la
concentracion maxima permitida. Asi, para el ceftiofur se reconoce un periodo de
cero dias de retiro. Otras cefalosporinas de tercera generacion tienen la misma
dindmica de eliminacién por leche, pero su retiro posiblemente sea de una o dos
ordefias. Esto se debe a que para el ceftiofur se ha establecido el NOEL (no

effect level) y para otras cefalosporinas no.

Tetraciclinas

Siendo las tetraciclinas productos de uso comun en veterinaria, se debe llevar un
control estricto de los tiempos de retiro. (Sumano Lépez & Ocampo Camberos,
2006). Las tetraciclinas son antibioticos de amplio espectro; actian eficazmente
contra bacterias Gram positivas y en menor grado contra Gram negativas.

(Sumano Lopez & Ocampo Camberos, 2006)
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Tiempo de retiro

Siendo las tetraciclinas productos de uso comun en veterinaria, se debe llevar un
control estricto de los tiempos de retiro de ordefia

Tabla 6 Tiempo de retiro de algunas tetraciclinas

Tetraciclina Retiro (VO) Retiro (IM)
Oxitetraciclina 5 dias 45 dias
Clortetraciclina 5 dias -
Doxiciclina 10 dias 60 dias
Tetraciclina 5 dias -

Fuente: (Sumano Lépez & Ocampo Camberos, 2006) Realizado por: (Autores, 2015)

2.7.2 Adulterantes:

Se considera que la leche ha sido adulterada cuando se ha afadido espesantes
como productos feculentos (harina o almidones etc.), soluciones azucaradas o
soluciones salinas, etc., con el propdésito de mantener la densidad en los rangos

seflalados (Norma INEN 1500, 2011)

En general el uso de adulterantes en leche cruda constituye una accién
fraudulenta sancionada por la normatividad en la mayor parte del mundo. La
incorporacion de adulterantes en leche cruda no solo le resta valor econémico a
este alimento, sino que deteriora su calidad tecnoldgica para ser transformada en
distintos derivados, por ejemplo, en leche UHT, yogur y quesos; ademas en ciertos
casos, el uso de conservadores y neutralizantes constituyen un riesgo para la

salud. (Villegas de Gante & Santos Moreno, 2013)
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Entre los fines por los cuales se utilizan adulterantes en la leche cruda se

encuentran:

e Aumentar el volumen, es decir, abundarla es el caso de agregarle agua.

e Aumentar los solidos en la leche haciéndola pasar como mas rica en
materia seca. Es el caso del azlcar y otros solidos.

e Neutralizar el 4cido lactico generado naturalmente en la leche. Por ejemplo
con los neutralizantes.

e Retardar el deterioro de la leche cruda al prolongarse su manejo en la
colecta cuando esta aun caliente. Por ejemplo el peréxido de hidrogeno

(Villegas de Gante & Santos Moreno, 2013)

A continuacion se detallara aspectos importantes acerca de dos tipos especificos

de adulterantes: Peroxidos y neutralizantes.

2.7.2.1 Pero6xidos

El agua oxigenada, desde antafio, ha sido empleada como un conservador de la
leche cruda, sobre todo en las zonas tropicales o aquellas donde la leche se
“Pasea” mucho es decir, donde la colecta es tardada y dificil. Esta sustancia inhibe
la acidificacion de la leche al actuar sobre la microbiota lactica. (Villegas de Gante

& Santos Moreno, 2013)

La adicion de peroxido de hidrogeno no esta permitida en la leche cruda ni en los
derivados lacteos ya que enmascara la verdadera calidad de la leche. Ademas el

uso de este conservador puede causar problemas en la elaboracién de derivados
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lacteos, por ejemplo el queso “crudo” ya que es muy posible que su pH no
descienda volviendo inseguros (no inocuos) los productos. (Villegas de Gante &

Santos Moreno, 2013)

En estudios realizados sobre peroxido de hidrégeno, se determind que su
presencia era capaz de alterar la composicion quimica de la leche, principalmente

su sabor, valor nutritivo y sus propiedades. (Rondon, Lara , & Gonzales, 2003)

Forma como se aplica el peréxido de hidrogeno

El agua oxigenada generalmente se aplica en leche cruda como una solucién de
10 a 30 volumenes. Con una dosis minima con respecto a la leche, ya se
evidencian claros efectos inhibitorios de la acidificacién. Sin embargo,
presumiblemente, en la realidad se manejan dosis grandes. (Villegas de Gante &

Santos Moreno, 2013)

Problemas para la salud de los seres humanos

La ingestion de soluciones diluidas de peréxido de hidrogeno puede inducir
vomitos, leve irritacion gastrointestinal, distensién gastrica, y en raras ocasiones,
erosiones o embolismo (bloqueo de los vasos sanguineos por burbujas de aire)

gastrointestinal. (Agency for toxic substances and disease registry, 2002)

A altas concentraciones de peroxido de hidrogeno (mayores de 10% en
concentraciones industriales o 35% en soluciones alimentarias) son fuertes
oxidantes y corrosivos, pueden causar graves quemaduras en membranas

mucosas Yy gastrointestinales, (Region de Murcia: Consejeria de sanidad, 2008).
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Ademas la exposicion cronica al peroxido puede causar mutaciones (cambios

genéticos). (New Yersey Department of health, 2008)

2.7.2.2 Neutralizantes alcalinos

Los neutralizantes son sustancias que tienen como finalidad neutralizar el acido
lactico desarrollado por la fermentacion de la lactosa a través de microrganismos

especificos. (NORMA INEN 0009, 2012).

Dentro de estas sustancias estan: orina bovina, carbonatos, hidroxido de sodio y

jabones de mala calidad. (NORMA INEN 0009, 2012)

En zonas del pais donde operan intermediarios que acopian leche cruda para
venderla a consumidores intermediarios o finales, es comun neutralizar la leche
cruda que se torna acida por la fermentacién lactica. Esta practica esta prohibida
por la legislacion, sin embargo, ante la posibilidad de perder la leche, los
intermediarios acuden a la incorporacion de sosa (hidroxido de sodio), bicarbonato
de sodio, cal (oxido de calcio), cal apagada (hidréxido de calcio) o incluso
Alkaseltzer, para neutralizar la acidez desarrollada en la leche. (Villegas de Gante

& Santos Moreno, 2013)

La neutralizacién de la leche es objetable porque constituye un fraude al hacer
pasar por normal (dulce), una leche que ya se ha deteriorado por acidificacion
natural. Ademas, porque se enmascara su calidad microbiol6gica al querer ocultar
las altas cargas de microrganismos (de bacterias acidificantes, pero también de

coliformes y otros). (Villegas de Gante & Santos Moreno, 2013)
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Areade estudio:

Esta tesis se desarroll6 en 10 centros de acopio con volumen de recepcion de

2000 a 10000 litros de leche cruda, que corresponden a 7 cantones de la provincia

del Azuay detallados en el siguiente cuadro:

Tabla 7 Centros de acopios de la Provincia del Azuay con capacidad de
recepcion de 2000 a 10000 litros

Centro de Cantoén Capacidad % de leche Litros % que
acopio de representada analizados representa
recepcion  (Produccion  en los tres de la
en litros Azuay It/d muestreos muestra
344.353 total
Lactjubones Girén 7.200 2% 20.000 14.13%
El callején Cuenca 8.000 2% 12.500 8,83%
Glac Cuenca 6.200 2% 18.000 12,72%
Campoverde Paute 8.000 2% 22.500 15,90%
Vallejo Sev. de Oro 9.000 3% 18.500 13,07%
Pucara Pucara 2.500 1% 8.700 6,15%
San Martin Cuenca 10.000 3% 19.500 13,78%
Zhifia Nabén 2.140 1% 8.400 5,94%
Jima Sigsig 2.000 1% 7.100 5,02%
Rio Collay Sev. de Oro 2.300 1% 6.300 4,45%
Total 57.340 17% 141.500 100%

Realizado por: (Autores, 2015)
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Ubicacion Geografica: La Provincia del Azuay esta ubicada al sur del Ecuador,
tiene 8.718,82 km de superficie, cuenta con una poblacién de 599.546 habitantes,
gue representa el 4,93% de la poblacion nacional, de los cuales el 312.594
pertenecen al area urbana, y 286.952 al area rural. Su cabecera provincial es la
ciudad de Cuenca y estd integrada por 15 cantones. (Gobierno provincial del

Azuay, 2011)

Gréafico 1 Mapa Politico de la Provincia del Azuay y cantones en estudio

Fuente: (Cuenca GAD Municipal, 2015)

Determinacion del universo: Para el estudio de la determinacién de la incidencia
de adulterantes e inhibidores de leche cruda se ha tomado como universo los 19
centros de acopio de la provincia del Azuay que segun la resolucion DAJ- 2013461

se encuentran divididos de la siguiente manera:
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Tabla 8 . Determinacién del universo

Tipo de Centro de NUumero de
Acopio (capacidad en centros
litros)
4
Menos de 2000
Entre 2000 y 1000 10
Mas de 10000 5
Total 19

Fuente: (AGROCALIDAD, 2008) Realizado por: (Autores, 2015)

3.2 Muestreo

La presente investigacion se realizé en 10 centros de acopio de leche cruda de la
provincia del Azuay que tienen capacidad de recepcion entre 2000 y 10000 litros

que representa el 100% de la poblacion.

3.3 Variables

Se tomé en cuenta las siguientes variables: 1. Lugar (cantones), 2. Centro de
acopio 3. Adulterantes (peréxidos y neutralizantes) e inhibidores (antibiéticos

segun su tipo: betalactamicos, sulfonamidas y tetraciclinas)

3.4 Meétodo de campo

En esta investigacion se realizd una encuesta en cada centro de acopio con el
propésito de obtener informacidon que se consideré importante tales como:
capacidad de recepcion del centro de acopio, numero de tanques, capacidad de

cada tanque, numero de proveedores, hora de llegada de los transportistas,
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destino de la leche etc., Luego de obtener esta informacién se realizé tres visitas a
los diez centros de acopio a ser analizados. En cada visita se tomo6 3 muestras de
leche cruda, tomandose al final de la investigacién un total de 90 muestras que
fueron llevados al laboratorio de AGROCALIDAD Azuay ubicado en el canton

Cuenca donde se realizaron las respectivas pruebas.

3.5 Método de toma de muestras:

La recoleccion de muestras se realizd en los diez centros de acopio de la
provincia del Azuay, conjuntamente con los técnicos de AGROCALIDAD. Para la
toma de muestras de leche cruda se utiliz6 un cucharon de acero inoxidable
directamente del tanque frio, se utilizé envases estériles previamente identificados,
la cantidad de leche recolectada fue de 40 ml que se colocaron en el envase y se
cerrd herméticamente para evitar derrames, posteriormente las muestras fueron
colocadas dentro del termo refrigerante que debe tener una temperatura de 2 a 4

°C y fueron llevadas inmediatamente al laboratorio para su analisis respectivo
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3.6 Método de analisis de Antibidticos

Tabla 9. Materiales utilizados en el método de deteccidén de antibidticos

Materiales de campo

Materiales de laboratorio

Materiales de

oficina
Bioldgicos: -leche cruda Bioldgicos: -Leche
- Agua
Fisicos: -Computadora
Fisicos: -Mandil -Cuadernos
-Cubre bocas -Micro pipeta para 200 ul -Esferos
-Cofias -Puntas 200 ul para -Hojas de campo
-Guantes micropipeta -USB
-Botas -Kit Trisensor -Camara
-Cucharon fotogréfica
-Homogenizador | Quimicos :
-Envases
estériles -Alcohol antiséptico
-Termo

refrigerante
-Gel refrigerante

Quimicos: -Alcohol

Realizado por: (Autores, 2015)

Principio del método: El kit Trisensor es un ensayo competitivo que involucra a
dos receptores y anticuerpos monoclonales. El ensayo requiere el uso de dos

componentes:

- El primero es un micropozo que contiene cantidades predeterminadas de
ambos receptores y anticuerpos ligados a particulas de oro.

- EL segundo es una tira reactiva con lineas de captura especificos.

Al agregar una muestra de leche el reactivo del micropozo, receptores y
anticuerpos monoclonales se unen a los analitos correspondientes si estan

presentes durante los primeros tres minutos de incubacion a 40°C. Este método
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permite detectar tres familias de antibioticos presentes en leche: Betalactamicos,

Sulfonamidas y tetraciclinas, en una sola prueba. (MAGAP- AGROCALIDAD,

2013)

Tabla 10. Procedimiento de la deteccidn de antibiéticos mediante el método
del kit Trisensor

1. La prueba puede ser realizada con leche — -

fresca in situ o leche refrigerada con o sin 2 ‘/7
=

conservante previamente homogenizada

200 ul de muestra y mezclar en el pocillo

2. Luego con una micro pipeta se debe tomar #

MEATIENSO®

hasta que la leche este homogénea vy

completamente disuelto el reactivo

3. A continuacién programar el incubador

Heatsensor-DUO en la opcién de TRI e

incubar la muestra a 40°C por el lapso de 3

minutos.

4. Al término de 3 minutos, se abrird

automaticamente la compuerta que sostiene ( ~ =
la tira reactiva (trisensor) en el incubador, e Q
ingresara la tira reactiva al pocillo y s

continuara con la incubacion por el lapso de

3 minutos
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5. Una vez trascurrido este tiempo el equipo INCUBATE
indicara que la incubacion finalizé emitiendo ]ll@

un sonido de alerta.

6. Finalmente retirar la tira reactiva del pocillo y (

visualizar el resultado. B

Realizado por: (Autores, 2015)

Interpretacion de los resultados: Para la interpretacion de los resultados se
debe comparar la intensidad del color rosaceo de la linea del test con la intensidad

de la linea de control.

- Negativo: La tonalidad o color es igual 0 mas intenso que la linea de control.
- Positivo: La Tonalidad es menor o hay ausencia de color en la linea del test
(MAGAP- AGROCALIDAD, 2013)

Gréfico 2 Interpretacién de los resultados del método kit Trisensor para la
deteccion de antibioticos

INTERPRETACION DE RESULTADOS
KIT TRISENSOR

CONTROL ~ — _ —_ ] —
Tetraciclinas = — - - — —
Sulfonamidas - — I — - -
B-Lactamicos mm — — - - - -
NEGATIVO RESULTADO POSITIVO A POSITIVO A POSITIVO A
INVALIDO B-Lactamicos Sulfonamidas Tetraciclinas

Fuente: (Unisensor, 2014)
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3.7 Método de andlisis de Perdoxidos

Tabla 11. Materiales utilizados para la deteccion de peroxidos

Materiales de campo Materiales de laboratorio Materiales de
oficina
Bioldgicos: -leche cruda Bioldgicos: -Leche
-Agua
Fisicos: -Computadora
Fisicos: - Mandil -Cuadernos
-Cubre bocas -Tiras reactivas Merckoquant | -Esferos
-Cofias -Hojas de campo
-Guantes Quimicos : -UsSB
-Botas -Camara
-Cucharon -Alcohol antiséptico fotogréfica
-Homogenizador
-Envases estériles
-Termo
refrigerante
-Gel refrigerante
Quimicos: -Alcohol

Realizado por: (Autores, 2015)

Principio del Método: La peroxidasa transfiere oxigeno desde el perdxido a un
indicador redox organico. Esto da lugar a un producto de oxidacién azul. La
concentracion de peroxido es medida semi - cuantitativamente por comparacion
visual de la zona de reaccion de la tira de ensayo con las series cromaticas en una

escala colorimétrica. (MAGAP- AGROCALIDAD, 2013)
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Tabla 12. Procedimiento del método de deteccién de peréxidos mediante el

meétodo de tiras reactivas Merckoquant

1. Introducir la tira reactiva Merckoquant 1. Q

durante 1 segundo en la muestra

preparada (15- 25°C), i

2. Eliminar el exceso de liquido de la tira 2.

sacudiéndola. ‘*

3. Después de 15 segundos clasificar los

colores de las zonas de reaccion de 3. ”

acuerdo con la serie cromatica de la

escala calorimétrica, Finalmente leer el ‘ i;;i

correspondiente valor de medicion en
mg/l de H202.

Realizado por: (Autores, 2015)

Lectura e interpretaciéon de los resultados

La aparicion de coloraciones azules dentro de los 3 min puede ser interpretada
como positivo, La lectura se realiza comparando el color de la tira reactiva con el
panel de colores que se encuentra al exterior del tubo Merckoquant; y el rango que
se mide con la tira reactiva es de 0,5 a 25 mg/l de H202. (MAGAP-

AGROCALIDAD, 2013)
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3.8 Método de andlisis de neutralizantes

Tabla 13. Materiales utilizados para la deteccion de Neutralizantes

Materiales de campo

Materiales de laboratorio

Materiales de

oficina
Biol6gicos: -Leche cruda Bioldgicos: -Leche
-Agua
Fisicos: -Computadora
Fisicos: - Mandil Tubos de ensayo con -Cuadernos
-Cubre bocas capacidad de 20 cm3. -Esferos
-Cofias -Hojas de campo
-Guantes -Pipetas graduadas de 5 |-UsB
-Botas cma3. -Camara
-Cucharon. _Gradilla. fotografica
-Homogenizador
-Envases estériles o
-Termo refrigerante | Quimicos :
-Gel refrigerante o
-Alizarina

Quimicos: -Alcohol

-Alcohol antiséptico

Realizado por: (Autores, 2015)

Principio del Método: Para la determinacion de neutralizantes utilizaremos la

prueba de la alizarina que es una prueba cualitativa que consiste en afadir a la

muestra una cantidad de solucion alcohélica de alizarina; si ésta ha sufrido

acidificacion se forman grumos gruesos y una coloracién amarilla. Si no hay

formacion de grumos y se produce una coloracién lila, indica la presencia de

sustancias neutralizantes (leche alcalina). (MAGAP- AGROCALIDAD, 2013)

TATIANA ELIZABETH PAGUAY NARVAEZ

ANGEL GABRIEL CORONEL ALVAREZ

53



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tabla 14. Procedimiento del método de deteccidn de neutralizantes mediante
la prueba de alizarina

1. Depositar volumenes iguales de leche y

alizarina (2 ml c/u) en el tubo de ensayo. D

2. Agitar suavemente y observar el color y

aspecto.

Realizado por: (Autores, 2015)

Lectura e interpretacion de los resultados

- Existen diferentes tonalidades que toma la leche cuando se agrega la
alizarina. La interpretacion de la prueba se basa en el color que se
produzca. (Ver anexo 6).

- Segun el Manual de procedimientos para vigilancia y control de la inocuidad
de leche cruda emitido por MAGAP Y AGROCALIDAD (2013) si se produce
precipitacion o formacion de coagulos, con una coloracion amarilla, la
prueba es negativo a neutralizantes pero se debe reportar como positivo a
acidificacion.

- Por su parte si no presenta formacion de coagulos y a su vez existe una
coloracion lila a morado intenso, se debe reportar la prueba como positiva a

neutralizantes. (MAGAP- AGROCALIDAD, 2013)
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3.9 Procesamiento de datos y pruebas estadisticas

La sistematizacion de la informacion se realizé a través del Programa Microsoft
Excel, y el procesamiento de datos, a través del Paquete Estadistico para las

Ciencias Sociales IBM SPSS ® statistics 23.
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4 RESULTADOS

Tabla 15. Incidencia de adulterantes e Inhibidores de leche cruda en la Provincia
del Azuay durante los tres muestreos realizados

Resultados
Namero . . Total de
mue(:jsetreo Positivos % Negativos % uestras
1 18 60,0 12 40,0 30
2 21 70,0 9 30,0 30
3 21 70,0 9 30,0 30
total 60 66,7 30 33,3 90

Realizado por: (Autores, 2015)

Durante esta esta investigacion se realizaron tres visitas (muestreos) a cada centro de
acopio y en cada una de ellas se tomaron tres muestras estableciéndose que durante
el primer muestreo se obtuvieron 18 casos positivos (60%) y 12 casos negativos (40%)
ya sea a antibioticos, peréxidos o neutralizantes. En el segundo y tercer muestreo se
obtuvieron datos similares 21 casos positivos (70%) y 9 casos negativos (33.3%) a una

o todas las sustancias estudiadas.
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Tabla 16: Incidencia de antibioticos en diez Centros de acopio de la Provincia del

Azuay
Antibiéticos
Centros Negativo Positivo Total
analizados 5 I % d S I c
Casos % de fila. % de Casos /°. € % de asos
total fila total analizados

Lact jubones 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
C.A Pucara 6 66,7% 6,7% 3 33,3% 3,3% 9
San Martin 6 66,7% 6,7% 3 33,3% 3,3% 9
El callejon 6 66,7% 6,7% 3 33.3% 3,3% 9
G-lac 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
Campoverde 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
Vallejo 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
Rio Collay 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
C.A Zhifa 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
C.AlJima 6 66,7% 6,7% 3 33,3% 3,3% 9
Total 78 86,7% 86.7% 12 13,3% 13.3% 90

Realizado por: (Autores, 2015)

De las 90 muestras analizadas se encontraron 12 muestras con presencia de
antibidticos que representa el 13.3% del total de muestras analizadas. Los centros que
presentaron residuos de antibiéticos son: Pucard (3.3%), San Martin (3.3%), EL

callején (3.3%) y C. A Jima (3.3%) con 3 casos positivos en cada centro.
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Tabla 17: Incidencia de peroxidos en diez Centros de acopio de la Provincia del

Azuay
Per6xidos
Centros Negativo Positivo Total
analizados _ % del _ % del N
Casos % de fila Casos % de fila  total de Casos
total
tabla
Lact jubones 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
ge””", 9 100,0%  10,0% 0 0,0% 0,0% 9
ucara

San Martin 3 33,3% 3,3% 6 66,7% 6,7% 9
El Callejon 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
G-lac 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
Campoverde 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
Vallejo 6 66,7% 6,7% 3 33,3% 3,3% 9
Rio Collay 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9
Centro Zhifia 6 66,7% 6,7% 3 33,3% 3,3% 9
Centro Jima 6 66,7% 6,7% 3 33,3% 3,3% 9
Total 75 83,3% 83,3% 15 16,7% 16,7% a0

Realizado por: (Autores, 2015)

De las 90 muestras analizadas hubieron 15 muestras con presencia de peroxidos lo

gue representa el 16.7% del total de casos en estudio que procedian de 4 centros de

acopio: San Martin con 6 casos positivos (6.7%), Vallejo, Zhifia y Jima cada centro con

3 casos positivos (3.3% cada uno)
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Tabla 18: Incidencia de Neutralizantes en diez Centros de acopio de la Provincia

del Azuay
Neutralizantes
Centros Negativo o Positivo o Total
analizados 0 o de 0 o ae 0
Casos /?”(;e total de Casos /?”c;e total de Casos /l?ilg.e
tabla tabla

Lact jubones 9 100,0% 10,0% 0 0,0% 0,0% 9 100,0%
Pucara 3 33,3% 3,3% 6 66,7% 6,7% 9 100,0%
San Martin 0 0,0% 0,0% 9 100,0% 10,0% 9 100,0%
El callejon 3 33,3% 3,3% 6 66,7% 6,7% 9 100,0%
G-lac 3 33,3% 3,3% 6 66,7% 6,7% 9 100,0%
Campoverde 3 33,3% 3,3% 6 66,7% 6,7% 9 100,0%
Vallejo 3 33,3% 3,3% 6 66,7% 6,7% 9 100,0%
Rio Collay 6 66,7% 6,7% 3 33,3% 3,3% 9 100,0%
Zhifia 3 33,3% 3,3% 6 66,7% 6,7% 9 100,0%
Jima 3 33,3% 3,3% 6 66,7% 6,7% 9 100,0%
Total 36 40,0% 40,0% 54 60,0% 60,0% 90 100,0%

Realizado por: (Autores, 2015)

Después de analizarse 90 muestras en diez centros de acopio se encontr6 54

muestras positivas a neutralizantes que representan el 60%. De estos centros el que

mas casos positivos presento fue el centro de acopio San Martin con 9 casos positivos

(10%) seguido por los centros de acopio: Pucara, El callején, G-lac, Campoverde,

Vallejo, Zhifia y Jima cada centro con 6 casos positivos que equivalen al (6.7% cada

uno). El centro de acopio Rio Collay presento 3 casos positivos (3.3%). Por su parte el

unico centro que no presentod incidencia de neutralizantes fue el centro Lact jubones.
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Tabla 19 Incidencia de adulterante e inhibidores de leche cruda en siete Cantones

de la Provincia del Azuay

Resultados

Cantones

en estudio Positivos % Negativos % Total de muestras
Cuenca 21 77,78 6 22,22 27
Girdn 0 0,00 9 100,0 9
Paute 6 66,67 3 33,33 9
S.deoro 9 50,00 9 50,0 18
Nabdén 6 66,67 3 33,3 9
Sigsig 9 100,0 0 0,00 9
Pucara 9 100,0 0 0,00 9
Total 60 66,67 30 33,33 90

Realizado por: (Autores, 2015)

Después de analizar 90 muestras de leche cruda se determiné que los cantones con

mayor incidencia de adulterantes e inhibidores en la provincia del Azuay son: Sigsig y

Pucara ya que de las 9 muestras analizadas en cada uno de estos cantones las 9

(100%) resultaron positivos a uno, alguno o todas las sustancias en estudio, seguido

del cantén cuenca que presenta 21 de las 27 muestras analizadas (77.78%) con leche

contaminada.
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Tabla 20: Adulterantes e inhibidores de leche cruda en siete Cantones de la Provincia del Azuay

Antibiéticos Neutralizantes Peréxidos
Cantones Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Total
enestudio = g de %del  %de %del \ %de %d | %de %del \ %de %del _ %de Ydel casos
' fila total ' fila total ) fila total fila total ' fila total ' fila total
Cuenca 21 778% 233% 6 222% 6,7% 6 222% 6,7% 21 778% 233% 21 77,8% 23,3% 6 222% 6,7% 27
Girén 9 100,0% 10,0% O 0,0% 0,0% 9 100,0% 10,0% O 0,0% 0,0% 9 100,0% 10,0% O 0,0% 0,0% 9
Paute 9 100,0% 10,0% O 0, 00% 3 333% 33% 6 667% 67% 9 100,0% 10,0% O 0,0% 0,0% 9
S de oro 18 100,00 20,0 0O 0,0% 0,0% 9 500% 10,0% 9 50,0% 10,0% 15 83,3% 16,7% 3 16,7% 3,3% 18
Nabén 9 100,0% 10,0% O O0,0% O00% 3 333% 33% 6 667/% 6, 7% 6 66,7% 67% 3 333% 3,3% 9
Sigsig 6 667% 67% 3 333% 33% 3 333% 33% 6 667% 67% 6 66,7% 67% 3 333% 3,3% 9
Pucara 6 667% 67% 3 333% 33% 3 333% 33% 6 667% 6,7% 9 100,0% 10,0% O 0,0% 0,0% 9
Total 78 86,7% 86,7% 12 13,3% 13,3% 36 40,0% 40,0% 54 60,0% 60,0 75 83,3% 83,3% 15 16,7% 16,7% 90

Realizado por: (Autores, 2015)

Las 90 muestras analizadas fueron tomadas de centros de acopio que pertenecen a los cantones: Cuenca

(27muestras); Sevilla de Oro (18 muestras), Giron, Paute, Nabdn, Sigsig y Pucara (9 muestras cada uno). Tomando

como referencia el nimero de muestras analizadas en cada cantébn se puede observar que la incidencia de

antibioticos es mayor en los cantones Nabdén y Pucara donde se encontraron 3 casos positivos que representa el

33.3% de las 9 muestras analizadas.
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Seguida de Cuenca que tuvo 6 casos positivos a antibiéticos que representan el

22.2% de las 27 muestras analizadas en esta ciudad.

Con respecto a la presencia de neutralizantes el canton con mayor incidencia fue
Cuenca con 21 casos positivos que representa el 77.8% de las 27 muestras

analizadas

En cuanto a la incidencia de perdxidos los cantones que tuvieron mayor presencia
de estas sustancias fueron: Sigsig y Nabon con 3 casos positivos que representan

el 33.3% de las 9 muestras analizadas en estos cantones.

Tabla 21: Incidencia de Inhibidores de leche cruda en la Provincia del Azuay

Tipo de Positivo Positivo a Positivo a

antibiotico Betalactamicos sulfonamidas tetraciclinas Negativo Total
Casos 12 0 0 78 90
% de fila 13,3% 0,0% 0,0% 86,7% 100,0%

Realizado por: (Autores, 2015)

Para la determinacion de la incidencia antibioticos, se realizé la prueba estadistica
intervalo de confianza para proporciones a un 95%; la cual se detalla a

continuacion.
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Intervalo de confianza al 95%

=P—Zo.05\/%,p+20.05\/1;2,
12

=—=0.1 =1-p=1-0.13=0.87
p9003q P 0.13=0.8

=0.13 - 1-"@/%&. 13 + 1.9 |08

=0.13 — 0.0025,0.13 + 0.0025
.= (0.1275,0.1325)

La incidencia de antibiéticos betalactamicos en centros de acopio de la provincia
del Azuay se encuentra entre 12.75% y 13.25 % con un intervalo de confianza
al 95% y es superior al de sulfonamidas y tetraciclinas que no tuvieron

incidencia.

Tabla 22: Incidencia de Inhibidores de leche cruda en la Provincia del Azuay

Tipo de Neutralizante Peroxido

adulterante Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
Recuento 36 54 90 75 15 90
% de fila 40,0% 60,00 100,0% 83,3% 16,7% 100,0%

Realizado por: (Autores, 2015)

Se realiz6 el intervalo de confianza al 95% para determinar y verificar la incidencia

de peroxido y neutralizante como se detalla a continuacion.
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Intervalo de confianza al 95% para neutralizante

_ [pa [pa
=P —Zoos [, P T Zoos | -

—54—06 =1 =1-0.6=0.4
p_90_ " q_ p_ " - "

=0.6 — 1.96 M,0.6+1,96 (0.6)(0.4)
\/ 90 ,/—90

=0.6—-0.001125,0.6 + 0.001125

.= (0.5988,0.6011)

Intervalo de confianza al 95% para peréxido

=P—Zo.os\/p;q;P+Zo.os\/%a
15

=—=20.17 =1-p=1-0.17=0.83
4 20 q p

=0.17 - 1.96 [0 0 17 +1.96 |00

=0.17-0.07760,0.17 + 0.07760

.= (0.0924,0.2476)

Después de realizar el intervalo de confianza al 95 % se observa que la
incidencia de neutralizantes se encuentra entre 59.48% y 60.52%, siendo

superior al de los peréxidos cuya incidencia esta entre 9.24% y 24.76%.
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Tabla 23: Nimero de litros de leche contaminada con adulterantes e
inhibidores durante los tres muestreos realizados

NUmero Numero de litros contaminados
de
muestreo Positivos % Negativos % Total
1 22100 46,43 25500 53,57 47600
2 36300 71,74 14300 28,26 50600
3 33200 76,67 10100 23,33 43300
Total 91600 64,73 49900 35,27 141500

Realizado por: (Autores, 2015)

En cada visitas se analizo diferente nimero de litros de leche cruda, analizandose
durante toda la investigacion un total de 141.500, de los cuales 91.600 que
representa el 64.73% estuvieron contaminados con una, algunas o todas las
sustancias en estudio, mientras que 49.900 litros es decir el 35.27% resulto

negativo a todas las pruebas realizadas.
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5 DISCUSION

El articulo 281 en el numeral 13 de la constitucion de la Republica del Ecuador
establece que la soberania alimentaria constituye un objetivo estratégico y una
obligacion del estado para garantizar que las personas alcancen alimentos sanos
y apropiados de forma permanente para ello es responsabilidad del estado
prevenir y proteger a la poblacion del consumo de alimentos contaminados o que

pongan en riesgo su salud o que la ciencia tenga incertidumbre sobre sus efectos.

En nuestro pais la Agencia Ecuatoriana de aseguramiento y calidad del agro
(AGROCALIDAD) es la Autoridad Nacional Sanitaria, Fitosanitaria y de Inocuidad
de los Alimentos, encargada de la regulacion y control sanitario agropecuario, con
la finalidad de mantener y mejorar el estatus Fito y zoosanitario; garantizar la
inocuidad de los alimentos y de esta manera contribuir a la soberania alimentaria
basandose en el cumplimiento de los requisitos legales y reglamentarios

establecidos.

Para determinar caracteristicas fisicoquimicos y limites maximos de residuos en
esta investigacion se tomd como referencia la NORMA INEN 0009 (2012) y el
Codex ALIMENTARIUS en donde se establecen los requisitos que debe
cumplir la leche cruda de vaca, destinada al procesamiento, comercializacion

y para el consumo humano.
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Incidencia de antibioticos. El CODEX ALIMENTARIUS establece los limites
maximos de residuos (Ver Anexol). En este estudio de las 90 muestras
analizadas 12 resultaron positivas a antibioticos betatactamicos que corresponde

el 13.3% del total de la leche analizada.

En un estudio realizado por Guerrero (2009) en el cual se analizaron 40 muestras
de leche cruda comercializada en mercados del distrito del Callao, entre enero y
marzo del 2009, empleando el método presuntivo para antibiéticos betalactamicos
y tetraciclinas, se encontré un 40% de muestras con resultado positivo para
residuos de betalactamicos en leche cruda mas no se registraron resultados
positivos al analizar tetraciclinas lo que coincide con esta investigacion que existe

mayor incidencia de antibioticos betalactamicos que tetraciclinas.

En otra investigacion realizada por Torres y Pillco (2013) en la cual se evalué la
calidad fisicoquimica de la leche cruda que ingresa a la ciudad de Cuenca para su
comercializacion analizando 93 muestras de leche cruda en las entradas de la
ciudad, siendo estas: Tarqui, Barabon y Sayausi encontraron que el 3.23% de
leche presentaba residuos de antibioticos sin especificar su tipo; inferior al

obtenido en el presente estudio. (13.13%).

Otro estudio realizado por Chamorro y Otros. (2010) en el que se determiné la
calidad composicional y la presencia de residuos antibiéticos betalactamicos en

leche cruda expendida en el sector urbano del Municipio de Ipiales analizando 96
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muestras de leche cruda resultando positivas a betalactamicos el 5%.de las

mismas.

Incidencia de peréxidos. El agua oxigenada asegura la conservacion ilicita de la
leche, su uso estd prohibido ya que este ataca a los microorganismos que
producen su descomposicion. La NORMA INEN 0009 (2012) establece que no

debe existir presencia de esta sustancia, por lo tanto la prueba debe ser negativa.

Segun Rondén y Gonzales (2003) luego de analizar 32 muestras de leche cruda
determinaron que ninguna de ellas tenia presencia de peroxidos. Asi como Carpio
(2001) en su estudio realizado en la ciudad de Guayaquil, al analizar 20 muestras
de leche cruda no hall6 residuos de perdxidos, ambos estudios difieren con lo
obtenido en esta investigacion, en la que se encontré6 que de las 90 muestras
analizadas, 15 resultaron positivas a peroxidos representando el 16.7% del total

de litros analizados.

Incidencia de Neutralizantes. El uso de estas sustancias tiene como finalidad,
neutralizar el acido lactico producido por la fermentacion de la lactosa a través de

microorganismos especificos.

En esta investigacion se analizaron 90 muestras de leche cruda de las cuales halld
54 presentaron neutralizantes representando este valor el 60% del total de
muestras analizadas. Por su parte Rondén y Gonzales (2003) en su investigacion
analizaron 32 muestras de leche cruda encontrando que el 80% presentaba

neutralizantes, siendo este valor superior al encontrado en esta investigacion.
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En otra investigacion realizada en la ciudad de Cuenca por Torres y Pillco (2013)

se encontré el 8.6 % de neutralizacion de leche cruda, por su parte Calderdn,
Rodriguez y Martinez (2013) analizaron 112 muestras de leche cruda de las
cuales el 21.21% resultd positivo a neutralizantes siendo estos valores inferiores

al encontrado en la presente investigacion (60%)

Finalmente del total de leche analizada (141500 litros) se determindé que 91600
litros que corresponde al 64.73% no cumple con lo establecido en la NORMA
INEN 009 (2012) y CODEX ALIMENTARIUS siendo este valor superior al
encontrado en una investigacion realizada en la ciudad de Cuenca en la cual un
50.53 % no era apto para el consumo humano. (Torres Abril & Pillco Orozco ,

2013)
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6 CONCLUSIONES

- El 64.73 % de la leche cruda analizada en esta investigacion no es apta
para el consumo humano por lo que incumple con lo establecido en la
(NORMA INEN 0009, 2012) y el CODEX ALIMENTARIUS.

- Los antibioticos que tuvieron mayor incidencia en leche cruda fueron los
betalactamicos con un 13.3% a diferencia de las tetraciclinas vy
sulfonamidas que no fueron detectados en ninguna muestra analizada
aceptando la hipotesis alternativa (Ha) planteada para esta variable.

- Para la adulteraciéon y conservacién de leche cruda en la Provincia del
Azuay las sustancias mas utilizadas son los neutralizantes (60%) y en
menor proporcion los peroxidos (16.4%), por lo que se rechaza la hipotesis
alternativa (Ha) planteada. Esto puede deberse a que existe mayor control
de la utilizacion de peréxidos a diferencia de los neutralizantes que
actualmente no son analizados en la provincia del Azuay.

- Los cantones que presentaron mayor incidencia de adulterantes e
inhibidores de leche cruda fueron: Sigsig y Pucara que presentaron todas
las muestras analizadas (100%) contaminadas con una, alguna o todas las
sustancias en estudio a diferencia del Canton Girdn en el cual no encontré
leche contaminada.

- El cantén Cuenca presento 21 casos positivos con leche adulterada de 27

analizados que representa el 77.78% siendo este valor menor al de los
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cantones Sigsig y Pucara (100%) a pesar de tener un mayor nimero de
muestras contaminadas.

- De los 141500 litros de leche cruda se determiné que 91600 litros
estuvieron contaminados con una, algunas o todas las sustancias
analizadas en esta investigacion representando el 64.73%.

- De los diez centros de acopio en estudio solamente uno de ellos (Lact
Jubones) cumplié con los requisitos establecidos en la Norma INEN 0009:

2012 y el CODEX ALIMENTARIUS para las tres sustancias analizadas.
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7 RECOMENDACIONES

- Se recomienda continuar realizando estudios, que abarquen analisis para
otros tipos de adulterantes y neutralizantes de leche cruda que no hayan
sido incluidos en esta investigacion.

- Utilizar equipos que tenga capacidad de deteccibn de mas familias de
antibioticos ya que en la actualidad existe una gama de productos
veterinarios que se utilizan como: Amninoglucésidos, Macrdlidos, entre
otros que no fueron analizados en esta investigacibn y tampoco son
controlados por el organismo de control y regulacion (AGROCALIDAD).

- Motivar a los productores, transportistas y propietarios de centros a producir
y expender una leche sana e inocua en la que no exista residuos de
antibioticos y otras sustancias toxicas (peroxidos, neutralizantes entre otros)
priorizando la salud de los consumidores.

- Realizar estudios que involucren distintas etapas de la cadena productiva,
desde los sistemas de produccion en hatos, pasando por el ordefio,
transportistas, centros de acopio, hasta llegar al consumidor final para

conocer en gue parte del proceso se encuentran mas falencias.
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9 ANEXOS
Anexo 1. LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
Tipo de antibiodtico Sensibilidad LMR Codex LMR UE 2010
Kit trisensor Alimentarius
INEN: 9
Penicilinas ug/kg ug/kg ug/kg
Penicilina G 2.5-35 4 4
Ampicilina 3-4 4 4
Amoxicilina 3-4 4 4
Oxacilina 13-15 30 30
Cloxacilina 7-9 30 30
Dicloxacilina 4-6 30 30
Nafcilina 50-70 - -
Cefalosporinas ug/kg ug/kg ug/kg
Ceftiofur 8-12 100 ug/l 100
Cefquinoma 16-20 20 20
Cefapirina 4-6 60 60
Cefalexina 700-800 100 100
Cefalonium 3-5 - -
Sulfonamidas ug/kg ug/kg ug/kg
Sulfadiazine 8-10 10 100
Sulfapiridina 0.5-1 25 100
Sulfatiazol 7.8-8.5 25 100
Sulfatiazina 1-2 25 100
Sulfadimetoxina 10-15 25 100
Sulfaquinolaxina 2-3 25 100
Tetraciclinas ug/kg ug/kg ug/kg
Tetraciclina 80-100 100 100
Oxitetraciclina 60-70 100 100
Clortetraciclina 50-60 100 100
Doxyciclina 20-30 - -
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Anexo 2:

Anexo 3:

PREPARACION DE SOLUCION ALCOHOLICA DE ALIZARINA

VISITA A CENTROS DE ACOPIO DE LA PROVINCIA DEL AZUAY
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Anexo 4:

Anexo 5:

TOMA DE MUESTRAS DE LECHE CRUDA.

ANALISIS DE NEUTRALIZANTES POR EL METODO DE ALIZARINA
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Anexo 6: CUADRO DE COLORES OBTENIDO CON LA SOLUCION

ALCOHOLICA DE ALIZARINA
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Fuente: (Vidal Munne)
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Anexo 7:

RESULTADOS: PRESENCIA DE NEUTRALIZANTES EN LECHE CRUDA

POSITIVO NEGATIVO

Anexo 8:

DETECCION DE ANTIBIOTICOS MEDIANTE EL USO DEL KIT TRISENSOR.
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Anexo 9:

RESULTADOS: PRESENCIA DE ANTIBIOTICOS EN LECHE CRUDA

POSITIVO A BETALACTAMICOS NEGATIVO

Anexo 10:

ANALISIS DE PEROXIDOS MEDIANTE EL TEST M-QUANT

POSITIVO NEGATIVO
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