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RESUMEN

Este estudio se desarroll6 con el fin de demostrar y cuantificar si existe 0 no
la presencia de AFBl1 en los bocaditos a base de maiz (snacks)
comercializado en bares de escuelas fiscomisionales del sector del

Guasmos.

Se solicitdé la base de datos de las escuelas ubicadas en la parroquia
Ximena, a la Muy llustre Municipalidad de Guayaquil. Para segmentar las
escuelas fiscomisionales del sector de los Guasmos, se seleccionaron las
escuelas con mayor numero de alumnos y se visitd las escuelas para

obtener informacién acerca de sus habitos alimenticios durante el receso.

La informacion obtenida acerca de los bocaditos de maiz mas consumidos,
fue recolectada a través de encuestas dirigidas a los nifios consumidores de
shacks. Se tabularon y procesaron los datos para la elaboracion del analisis
los resultados y ademas se recolectaron 8 muestras en supermercados
ubicados en el sector de los Guasmos. El método utilizado para la
determinacién y cuantificacion de la AFB1, se lo realiz6 a través de la
técnica de Elisa. La lectura de las absorbancias de las muestras fueron
realizadas mediante el lector de micro pocillos STAT FAX READER A 650

nm.



La concentracion maxima de la AFB1 reglamentada por la FAO es de 20
ppb. Los valores de la concentracion que arrojo este estudio para cada una
de las muestras analizadas de los bocaditos de maiz fueron <2ppb, estos
resultados nos indicaron la ausencia de aflatoxinas, en las muestras

recogidas.
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INTRODUCION

El estudio de las aflatoxinas comenzé en Inglaterra en los afios 60 debido a
que se reportd una intoxicacibn masiva de pavos y animales de corral
matando a mas de 100.000 animales por el consumo de harina de
cacahuate proveniente desde Brasil, dejando cuantiosas pérdidas

Econdmicas.

Dentro de las micotoxinas, las aflatoxinas (especialmente la AFB1) es la que
tiene mayor incidencia en el cancer hepatico. En el hombre, las aflatoxinas
han sido responsables de casos como: hepatitis aguda, sindrome de Reye y
cirrosis. La mayoria de estas enfermedades afectan principalmente a los
nifios, ya que son mucho mas susceptibles que los adultos a los efectos de
las aflatoxinas, debido a su menor peso, menor capacidad para la
detoxificacion, al no tener suficientes mecanismos bioquimicos para llevarla
a cabo, metabolismo mas acelerado y un desarrollo incompleto de diversos
tejidos y organos. El consumo en altas concentraciones de aflatoxina Bl

puede llegar a causar hasta la muerte.

La contaminacién por aflatoxinas se plantea como un serio problema en
areas tropicales. En el Ecuador, no existen evaluaciones basicas de la
ingesta de aflatoxinas, ni el rendimiento de toda la evaluacion del riesgo para

los ecuatorianos. Esta situacion es explicada por un lado, por la falta de



control de limites sobre la contaminaciébn de micotoxinas en la comida y
alimentos en Ecuador, por otro lado por la falta de recursos para establecer

un sistema de control eficiente.

Un estudio realizado por Marc Muhlemann, Jurg Lithy y Philipp Hibner de la
Universidad de Berna en el afio de 1997 acerca de la contaminacién por
micotoxinas de los alimentos en el Ecuador, mostré resultados preocupantes
en términos de Salud Publica, demostrando la presencia de aflatoxina B1 en
alimentos béasicos, como lo son el arroz, leche, maiz, fréjol y mani. El valor
promedio resultante de la ingesta total de aflatoxinas por los ecuatorianos es
de 46 ng de aflatoxinas/kg de peso corporal/dia, valor que esta muy por
encima del promedio de ingesta europeo (0.1 ng de aflatoxinas/kg de peso
corporal/dia) y también sobrepasa el rango de ingesta maximo permitido por
la FAO de 0.04-0.14 aflatoxinas/kg de peso corporal/dia. Ademas se
compara la incidencia de cancer hepético de la poblacion ecuatoriana con la
europea, siendo la nacional de 49 casos por cada 100.000 habitantes,

mientras que los europeos presentan 1 caso por cada 100.000 habitantes.



OBJETIVOS

Identificar las marcas de bocaditos a base de maiz (shacks) mas
consumidos y la frecuencia de su consumo por los nifios durante el

recreo.

Analizar y verificar si existe o no la presencia de AFB1 en snacks a base
de maiz que se distribuyen y comercializan en Guayaquil, mediante el

uso de la técnica ELISA.

Aportar con mas informacion de la existente sobre la contaminacion por
aflatoxinas en alimentos. En funcién de reconocer los problemas
existentes, que permite una evaluacion basica de riesgos y proveer

informacion acerca de las causas por contaminacién de AFB1.



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1 Las Micotoxinas: Generalidades.

Las micotoxinas, se derivan de la palabra griega mikes y toxina, que
significa hongo y veneno respectivamente, son compuestos que se
suelen formar al final de fase exponencial o al principio de la fase
estacionaria del crecimiento del moho (véase figura 1), siendo a
menudo asociado con la diferenciacion y la esporulaciéon. Son
moléculas relativamente pequefias (Pm<700). La mayor parte de
estos metabolitos secundarios se origina en la ruta policetonica. La
cadena general policetonica, del tipo [R-CO-CH2-CO-CH2-CO-CH2-
CO-CH2-CO-CoA], es del cual se derivan la mayoria de las
micotoxinas.  Existen otras rutas biosintéticas pero son mas
complejas, esa complejidad se relaciona con un menor nimero de
especies flngicas capaces de elaborar las micotoxinas (Micotoxinas

en Alimentos 2007).



Sinteeis do micsioxinas

Log biomasa

L. Y ’
v ~
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Fuente: Micotoxinas en Alimentos, 2007.

FIGURA 1.1 FASE DE CRECIMIENTO FUNGICO Y
LOCALIZACION DE LA SINTESIS DE MICOTOXINAS.

Las micotoxinas pueden contaminar los alimentos, los piensos, las
materias primas utilizadas para su elaboracién, originando un grupo
de enfermedades y trastornos denominado micotoxicosis, y que
resulta toxico para el hombre o los animales. Ademas, hay que
tener en cuenta que la presencia de estas micotoxinas en los
alimentos puede ser individual o simultanea en otras, lo que puede
provocar efectos sinérgicos en su accion sobre el organismo

aumentando asi su toxicidad.
1.2 Las Aflatoxinas: Definicion

Las aflatoxinas son potentes téxicos, carcinégenos, agentes

mutagénicos, inmunosupresores, que son metabolitos secundarios



producidos por el hongo Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus
en la variedad de productos alimenticios. Las aflatoxinas son

solubles en metanol, cloroformo, acetona, acetonitrilo.

Las vacas que se alimentan con piensos contaminados por
aflatoxinas de tipo B son capaces de metabolizar las aflatoxinas,
hidroxilandolas en una posicion determinada. Asi, a partir de la
aflatoxina B1 se forma la aflatoxina M1, y a partir de la aflatoxina B2

se forma la aflatoxina M2.

En la especie humana, las aflatoxinas son probablemente
responsables de multiples episodios de intoxicaciones masivas, con
produccion de hepatitis aguda, en distintas zonas de la India,
Sudeste Asiatico y Africa tropical y ecuatorial, y un factor de
agravamiento de enfermedades producidas por la malnutricion,
como el kwashiorkor (malnutricion proteica en nifios). También son
responsables muy probablemente, combinadas con otros factores,
de la elevada tasa de cancer hepatico observado en algunas de
esas zonas. Desde 1988, la OMS considera a la aflatoxina Bl

como un carcinégeno para el hombre.

La contaminaciéon con aflatoxina puede, entonces, producirse
durante el cultivo, la recoleccién, el almacenaje, en la elaboracién, o
en la casa del consumidor, si los alimentos no son conservados

adecuadamente(Pobland, A. E., 1993.).



1.2.1 Tipos de Aflatoxina
Entre 18 diferentes tipos de aflatoxinas identificados, los
miembros mas importantes son la aflatoxina B1, B2, G1 y
G2se puede observar su estructura quimica (véase figura
1.2) Aspergillus flavus produce tipicamente B1 y B2, donde
como Aspergillus parasiticus producen G1 y G2, asi como la

Bly B2.

Fuente: Valladares, L., 1988

FIGURA 1.2 ESTRUCTURA DE AFLATOXINA B1, B2,
Gl,Y G2.

Otros cuatro aflatoxinas M1, M2, B2A, G2A que se pueden
producir en cantidades menores fueron aislados
posteriormente a partir de cultivos de Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus, (véase figura 1.3). Una serie de

compuestos estrechamente relacionados es decir, la



aflatoxina GM1, parasiticol y aflatoxicol también son
producidas por Aspergillus flavus. Aflatoxina M2 y M1 son
los principales metabolitos de la aflatoxina Bl y B2,
respectivamente, que se encuentra en la leche de animales
gue hayan consumido alimentos contaminados con
aflatoxinas  (Introduccion al tema de Micotoxinas vy

Micotoxicosis, 1988).

HO OCH
0" o 3

Bza

Fuente: Valladares, L., 1988
FIGURA 1.3 ESTRUCTURAS DE AFLATOXINAS M1,
M2, B2A, Y G2A.

1.2.2 Aflatoxina Bl
La aflatoxina Bl es el grupo con mayor toxicidad; es
cancerigeno para el hombre (IARC, 1987) y uno de los
agentes causantes de cancer de higado mas potente que se

conocen, (véase figura 1.4).



La aflatoxina B1 es producida tanto por Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus.

La aflatoxina B1 normalmente predomina en cantidad en los
cultivos, asi como en los productos alimenticios. La
aflatoxina B1 pura es de color blanco a amarillo solido

cristalino, sin olor.

0)

LI
0~ 0 /OCH3

Fuente: Payne, GA, 1998

FIGURA 1.4 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA
AFLATOXINA B1.

1.3 Principales Hongos que la Producen

Los dos hongos Aspergillus flavus (véase figura 1.5) y Aspergillus
parasiticus (véase figura 1.6) estan estrechamente relacionados y
crecen como saprofito en los residuos vegetales de muchas plantas
de cultivo y en el suelo. Se distribuyen en todo el mundo, con una
tendencia a ser mas comdn en paises con climas tropicales que
tienen rangos extremos de precipitacion, temperatura y humedad

(Almudena, A., 2001.).
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Fuente: Almudena, A., 2001
FIGURA 1.5 ASPERGILLUS FLAVUS

Fuente: Aimudena, A., 2001
FIGURAL1.6 ASPERGILLUS PARASITICUS

1.3.1 Ruta Metabdlica de Produccion de la Toxina por el Hongo

Productor

Esta micotoxina se sintetiza por la ruta metabdlica de los
policétidos y las reacciones involucradas incluyen
condensacion, oxidacion, reduccion, alquilacion y
halogenacion, llevando a la formacion de una molécula que
consiste en un anillo cumarin unido a una unidad
bisdihidrofurano y a una ciclopentanona. Estos metabolitos

se forman por la condensacion del acetil-coenzima A y
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malonil coenzima A, dando lugar al acetil-S Coenzima A, la
cual sera la molécula iniciadora de la aflatoxina B1. Dentro
de la via biosintética, la formacion de la versicolorina A es
particularmente relevante, ya que es la primera molécula en
la via de la aflatoxina B1 que contiene un doble enlace en la
posicion 8,9 de la molécula del bisfurano. Este doble enlace
es el blanco para la activacion de una molécula altamente

reactiva (Trenholm, citadto por G. davegowda et al, 1998).

Durante la sintesis ocurren al menos 23 reacciones
enzimaticas y se han identificado 15 intermediarios, bien

definidos estructuralmente (véase figura 1.7).
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HO
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=& Il= Averufin
V= Agelalo
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'AlnE H “
P '_\,-'\N ﬂ o '. ﬁ aflatoxins B
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HO p 'L": 'If 4
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Fuente: Wang, J. 1993
FIGURA 1.7 BIOSINTESIS DE LA AFLATOXINA B1
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1.3.2 Condiciones Favorables para la Contaminacion de

Aflatoxinas.

Las condiciones ecolégicas que influyen en el desarrollo de
Aspergillusflavus y la produccion de las aflatoxinas son el
contenido de humedad del grano, la temperatura y el tiempo
de incubacién.El contenido de humedad minimo para el
desarrollo de Aspergillusflavus debe estar en equilibrio con
humedades relativas cercanas al 85%. Esto varia de acuerdo
con el tipo de grano; en cereales como maiz, el sorgo, el
trigo, la avena, la cebada, y el arroz, el contenido de
humedad es de 18.0-18.5 % peso seco basico, en mani y
semilla de girasol el contenido de humedad es de 9 y 10%.
La temperatura minima 6ptima y maxima para la produccién
de la toxina es de 12°C, 27°C y 42°C(Dienes& Davis, 1969;

Mirocha y Christensen, 1979).

Los efectos de actividad de agua y la temperatura sobre el
comportamiento de Aspergillus
parasiticus son similares a los antes descritos para
Aspergillus flavus. Pitt y Miscamble (1995) han notificado un
valor minimo de 0.83 aproximadamente para el crecimiento y

de 0.87 para la produccion de aflatoxinas. Se han notificado
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valores Optimospara el crecimiento y para la produccion de

toxinas de aproximadamente 30 y 28°C, respectivamente.

1.4 Metabolismo: Transformacion.

Cuando las personas ingieren aflatoxina b1, esta es absorbida en el
intestino y llevada via porta hasta el higado, alli es metabolizada por
el citocromo p450 de los hepatocitosresultando el AFB1 exo-8-9-
epoxido, el cual al ser altamente inestable se une conel nitrdgeno
de la guanina, produce un aducto con el ADN y transversiones de
guanina a timina. Este aducto abre su anillo imidazol y forma una
moléculamas estable quimica y biolégicamente, la aflatoxina bl
formamidopirimidina (AFB1-FAPY), quien es la causante de errores

posteriores en la transcripcion del ADN.

Adicionalmente se puede configurar de forma similar un aducto con
la albumina ocon lalisina, razon por la cual estos dos compuestos

sirven a nivel clinico paradeterminar el consumo de aflatoxina b1.

En la siguiente fase se busca estabilizar e inactivar al epoxido,
hidrolizandolo yconjugandolo con glutation para formar aflatoxina

glutation conjugado (véase figura 1.8) que sera excretado por orina.
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En esta etapa metabdlica también se originan tres metabolitos
importantes hidroxilados: la AFQ1, la AFP1 y la AFM1, quienes
comienzan a distribuirse sistematicamente, pudiéndose encontrar
en la leche. Otro derivado importante del metabolismo de la AFB1
es el aflatoxicol, que prolongala presencia de la AFB1 en el
organismo; proviene de reduccion de la AFB1 ypuede reoxidarse
nuevamente a AFB1 por accion coenzimatica de NADHP. (Perusia

OR, Rodriguez R. Micotoxicosis. 2001).
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Fuente: Perusia OR, Rodriguez R. Micotoxicosis. 2001.
FIGURA 1.8 METABOLISMO DE LA AFLATOXINA
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1.4.1 Efecto de las aflatoxinas: Organo target
Aunque la B1 causa principalmente carcinoma hepatocelular
(véase figura 1.9) y colangiocarcinoma. Otros tejidos
afectados por la toxina incluyen la traquea y la piel. Se ha
reportado que la aflatoxina B1 se absorbe lentamente por
piel, aunque esta absorcion se ve afectada por Ila
concentracion, el solvente, la solubilidad y la diferencia de
especie. No se conoce la implicacion biolégica que pueda
tener esta acumulacion, pero una union preferencial de la B1
a la melanina podria indicar un potencial de este compuesto

para la induccion de melanomas.
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Fuente: Devendra S., 2007.

FIGURA 1.9 ORGANO TARGET DE LA AFLATOXINAB1
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1.4.2 Efectos carcinégenos y mutagénicos
Efecto carcinogénico
La molécula AFB1-8,9 epodxido es la responsable de la
actividad carcinogénica y mutagénica de la aflatoxina B1.
Debido a su union con el N7-de la Guanina del ADN vy la
induccion de una carga positiva en el imidazol, lo cual da
lugar a un derivado de anillo abierto: la formamidopirimidina
(AFB1-FAPY). Este compuesto puede estar presente por
mas de una ronda de replicacién del ADN, y se sugiere que
es muy importante durante la iniciacion del tumor, ya que da
lugar a una mutacion de G — T en la tercera base del codon
249 del gen p53. La persistencia del aducto AFB1-FAPY en
tejido hepatico y la formacion de tumores se han demostrado
en varios modelos experimentales. La uniébn de estas
moléculas in vivo es una funcion lineal de la dosis a un
tiempo dado, después del tratamiento con B1. El nivel de
ADN modificado depende de la especie.
En general un nivel alto de aducto de AFB1-ADN se
correlaciona con alta susceptibilidad de especie a la Bl

(Dichter, CR., 1997).
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Efecto mutagénico

Las mutaciones son importantes por dos razones: porque
son heredables a la siguiente generacion e involucra
alteracion en los genes y generan cancer. La mutagenicidad
de la aflatoxina B1 se ha demostrado utilizando bacterias,
levaduras, y células de mamiferos (incluyendo humanas),
concluyéndose que esta sustancia es uno de los mutagenos
mas potentes, ya que en Salmonella typhimurium se inducen
8 527 mutantes por cada pg de B1l. Bl induce mutaciones
puntuales de GC — TA o GC — AT, los puntos mas
sensibles (hot spots) para la mutagénesis de la B1, en los
ensayos basados en plasmidos lacZ, fueron encontrados en
las regiones del ADN mas ricas en GC, las cuales también
son las zonas mas sensibles para la formacion del aducto
AFB-N7-Guanina.

Estudios in vitro de la activacion de los protooncogenes
humanos Ha-ras han demostrado la presencia de una
transversion G— T al principio o a la mitad del codén 12, en
tumores resultados de la transfeccibn con un plasmido
modificado con B1l. Los autores sugieren que la Bl
metabllicamente activada es capaz de mutar estos
oncogenes a su forma oncogénica; sin embargo, debe

hacerse notar que esta mutacion en los genes Ha-ras no se
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ha reportado en los hepatocarcinomas que se presentan en
las poblaciones expuestas al consumo de alimentos
contaminados con B1. En cambio en ratas, dos mutaciones
en el coddén 12 del gen Ki-ras fueron identificadas en el ADN
aislado de carcinoma hepatico inducido con B1l. Los
carcinomas aparecieron 56 semanas después de la
aplicaciéon de la dosis y el ADN de los carcinomas hepaticos
mostré6 mutaciones GGT—GAT, indicando que la mutacién
en el gen Ki-ras es un evento dominante en la carcinogénesis

inducida por B1 (Ditcher, CR.,1979).

Dosis de aflatoxina

La aflatoxina B1 es uno de los hepatocarcinogenosmas
potentes conocido,solo basta ingerir 10 ng/kg diariamente
para ocasionar cancer. En ciertos paises se ha detectado
casos de cancer al higado el cual es asociado directamente

con la ingesta de aflatoxinas, véase tabla 1.
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TABLA 1
INCIDENCIA DE CANCER PRIMARIO A TRAVES DE LA
INGESTA DIARIA DE AFLATOXINA B1.

PAIS INGESTA ESTIMADA DE INCIDENCIA DE CANCER
AFLATOXINA EN ADULTOS POR MILLON DE
ng'kg/dia HABITANTES

Kenia 100 40

Tailandia 450 &0

Swazilandia 431 g2

Fuente:Valle, P., Lucas, P., 2000.

1.5 Legislacion sobre los Niveles de Aflatoxinas en Productos a

Base de Maiz

Los principales cultivos agricolas de América Latina (maiz, trigo,
café, algodon, soja, cebada, girasol, manies y nueces de arbol,
cocoa Yy lacteos) son muy susceptibles a la contaminacion con
hongos y proclives a producir micotoxinas. Los limites
reglamentarios respectivos para diversas micotoxinas en Ameérica
Latina en los alimentos. Se sabe que 19 paises, que representan el
91 por ciento de la poblacion de la regién, (véase figura 1.10)
cuentan con reglamentaciones especificas sobre micotoxinas. En el
MERCOSUR, un bloque comercial integrado por Argentina, Brasil,
Paraguay y Uruguay existen reglamentos armonizados para las
aflatoxinas. Otros paises indican que siguen también los

reglamentos del MERCOSUR. Los reglamentos para aflatoxinas en
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los alimentos son a menudo fijados para el total de las aflatoxinas
B1, B2, G1y G2. El Uruguay cuenta con las reglamentaciones mas
detalladas, incluyendo limites para los alcaloides del ergot en las
raciones, algo muy raro en el mundo de los reglamentos para las

micotoxinas.

FUMB1
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Fuente: Reglamentos a nivel mundial para las micotoxinas en alimentos y en las
raciones, 2003.

FIGURA 1.10 MICOTOXINAS EN LOS ALIMENTOS EN
AMERICA LATINA

En América del Norte, Estados Unidos y Canada, desde hace
muchos afios estan vigentes los reglamentos para las micotoxinas.
En ambos paises, los limites para las aflatoxinas se han fijado para
la suma de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2. (véase figura 1.11)para
varias micotoxinas, los limites reglamentarios o los limites guia en

América del Norte, respectivamente, en los alimentos. Los Estados
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Unidos y el Canada no tienen un valor limite Gnico para la aflatoxina

B1.
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Fuente:Reglamentos a nivel mundial para las micotoxinas en alimentos y en las
raciones, 2003.

FIGURA 1.11 MICOTOXINAS REGLAMENTADOS EN
AMERICA DEL NORTE

En la tabla 2se enumera los niveles de accion establecidos por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para las

aflatoxinas en la alimentacion humana y animal.
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TABLA 2
NIVELES DE ACCION ESTABLECIDOS POR LA
ADMINISTRACION DE ALIMENTOS Y MEDICAMENTOS (FDA).

Para Nivel Materias Primas
Humanos 20 ppb | Todos los alimentos excepto la
leche
Todas las especies de | 20 ppb Todos los
animales alimento (excepciones abajo)
Cria de ganado, aves | 100 ppb Maiz
de cria, cerdos de cria.
Cerdos de 200 ppb Maiz
acabado (> 100 Ibs.)
Acabado el ganado 300 ppb Maiz
vacuno

Acabado el ganado 300 ppb | harina de semilla de algodon
vacuno, porcino, aves
de corral

Fuente:FDA Guia regulatoria para Aflatoxinas y Contaminantes 1992.

En Europa, 39 paises, representando aproximadamente el 99 por
ciento de la poblacion del continente, contaban con reglamentos
especificos para micotoxinas en el afio 2003, para ilustrar la
presencia de limites reglamentarios para diversas las micotoxinas
en Europa en los alimentos (véase figura 1.12), ademas se agrego

los niveles maximos para la alimentacion infantil, véase tabla 3.
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Fuente: Reglamentos a nivel mundial para las micotoxinas en alimentos y en las
raciones, 2003.

FIGURA 1.12 MICOTOXINAS EN LOS ALIMENTOS
REGLAMENTADOS EN EUROPA

TABLA 3
NIVELES MAXIMOS PERMITIDOS PARA ALIMENTOS
ELABORADOS A BASE DE CEREALES Y ALIMENTOS
INFANTILES PARA LACTANTES Y NINOS DE CORTA EDAD
REGLAMENTADOS POR LA UNION EUROPEA.

Productos Centenide maxime (pgfkg
o ppb)

B, B+B#G+G, M,

+ Alimentos infantiles y alimentos elaborados a base de
ceroales para lactantes y nifios de corta edad.

ciales dirigidos especificamante a los lactantes.

0,10

+ Preparados para lactantes y preparados de centinuacidn, | — . 0,025
incluidas la leche para lactantes y la leche de continuacian.,
+ Alimentos dietéticos destinados a usos médicos espe- | 0,10 — 0,025

Fuente: REGLAMENTO (EU) No 1881/2006 DE LA COMISION
De 5 de Diciembre del 2006
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La Union Europea (UE) fija los contenidos maximos las aflatoxinas
en los productos alimenticios en su REGLAMENTO (CE) No
1881/2006 DE LA COMISION de 19 de diciembre de 2006, véase
tabla 4.

TABLA 4

NIVELES MAXIMOS DE AFLATOXINAS EN PRODUCTOS
ALIMENTICIOS FIJADOS POR LA UNION EUROPEA.

Productos aimenticios () Contenidos mixdmos [uglkg
Allatoximas By Suma de B, B, M,
G, y G,
Cacahuetis destinados a ser sometidos a un proceso de selec- | 8.0 (% 1500

cin, u otro tratamiento fsico, antes del consumo humano
directo o de su uso como ingredientes de productos alimenti-
ciins

Frutes de ciscam destinados a ser sometidos a un proceso de 5.0 (% 10,0 (%)
seleccidn, u otro tratamiento fisico, antes de consumo humano
directo o de su uso como ingredientes de producios alimenti-
chos

Cacahuetes v frutos secos v productos dervados de su rans- | 20 (% 40
formaciin, destinados al consumo humano dreao o a ser
usados como ingredientss en los productos alimenticios

Frutes secos destinados a ser sometidos a un prooeso de selec- 5.0 100
cion, u otre tratamiento fsico, ants del conmumo humano
directo, o a ser wsados como ingredientes en los producos
alimenticios

Frutcs secos y productos derivados de su transformacion, desti- 20 4,0
nados a consumo humano directo o a ser usados como ingre-
dientes de los productos alimenticios

Todos los cereales v todos los productos a base de cereales, 20 4.0 -
induidos los productos derivados de la ransformacdion de ce-
reales, a excepeidn de los productos alimenticios enumerados
en los puntos 2,17, LL10y L1.12

Maiz destinado a ser sometido a un proceso de sdlecdon, u otro 5.0 100 —
tratamiento fisico, antes de consumo humano directo o de su
uso como ingrediente de productos alimenticios

Leche eruda (9. leche tratada térmicamente v leche para la fa- 0,050
bricacion de productos icteos

Fuente: REGLAMENTO (EU) No 1881/2006 DE LA COMISION
Del 19 de Diciembre del 2006
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1.6 Medidas de Prevencién y Control

Las medidas de prevencion, tales como el cultivo de variedades
resistentes después de aplicar practicas agronomicas apropiadas y
la detoxificacion del material contaminado, asegurarian que los
alimentos destinados al consumo humano estuviesen libres de

AFB1.

Durante la cosecha, es importante controlar, entre otras cosas, si el
maiz se ha desarrollado en el plazo previsto y si esta limpio y seco.
Este control es esencial para prevenir la formacion de AFB1 durante
el almacenamiento. Algunos estudios han indicado que los cultivos
gue se dejan en el campo durante mas tiempo presentan niveles
mas altos de contaminacion por AFB1. También es esencial que el
producto esté suficientemente seco para evitar la proliferacion de A.

flavus y A. parasiticus durante el almacenamiento.

Los procedimientos de control después de la cosecha y de
descontaminacién, son separar fisicamente las aflatoxinas o
desactivarlas quimicamente sin dejar residuos toxicos en los
alimentos, controlar la humedad y temperatura durante el

almacenamiento (Espin, S., 1991).
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1.6.1 Procedimientos para Reducir la Presencia de Aflatoxinas.

El método de reduccion ideal debe ser facil de usar,
econdomico, no tiene que formar compuestos téxicos y no
debe alterar la propiedades organolépticas del alimento.
Existes diferentes métodos fisicos y quimicos, aunque es

bastante habitual usar las combinaciones de ellos.

El tostado o fritura a 150-200°C durante 30 minutos puede

reducir la AFB1 en maiz en un 40 a 80%.

La limpieza de granos por seleccion o una mesa de gravedad
puede reducir las concentraciones de aflatoxinas mediante la
eliminacién de las particulas de las mas contaminadas. Sin
embargo, esto puede ser costoso y no es posible predecir en
gué medida las aflatoxinas se reducira. Los descartes del

proceso de limpieza no deben ser utilizado como alimento.

La irradiacibn es una de las Uultimas técnicas fisicas
empleadas, sin embargo no consigue destruir las aflatoxinas

y su mutagenecidad.

Amoniaco anhidro reacciona con aflatoxinas y reduce la

concentracion. Sin embargo, esta practica no esta aprobada
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para el comercio interestatal, grano para amoniaco puede ser
utilizado sélo en la granja. El amoniaco puede ser aplicado
como un gas o liquido, pero en cualquiera de sus formas es
un procedimiento dificil y peligroso (Cornejo, J., Villarroel, O.,
2009). Esto se debe hacer sélo por un operador capacitado

y con experiencia.

1.7 Maiz: Generalidades y Tipos.

El maiz (Zea Mays) es una graminea caracterizada por tener
tallosen forma de cafia, aunque macizos en su interior a diferencia
del resto de miembros de su familia que los tienen huecos. Destaca
fundamentalmente por su influrescencia femenina llamada mazorca,
en donde se encuentra las semillas (granos de maiz) agrupadas a
lo largo de un eje. La mazorca esta cubierta por bracteas de color
verde y textura papiracea y termina en una especie de penacho de

color amarillo oscuro, formado por estilos, (véase figura 1.13).
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Fuente: Aleira Lara 2009.
FIGURA 1.13 VARIEDADES ECUATORIANAS DE MAICES.

El grano de maiz utilizado en la dieta ecuatoriana deriva de cultivos
de variedades que pertenecen a los siguientes grupos varietales

descritos por E. Lewis Sturtevant :

Zea mayseverta canguiles (popcorn)
Zea maysamylosaccharata maiz dulce, chullpi
Zea mays indurada maiz morocho

Zea maysamylacea maiz suave


http://es.wikipedia.org/wiki/Ma%C3%ADz
http://es.wikipedia.org/wiki/Popcorn
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1.7.1 Estabilidad y Degradacion de la AFB1 en el Maiz.

Las aflatoxinas son resistentes al calor y no se destruyen con
el cocimiento de los alimentos, solamente el tostado de los
frutos secos las destruye en una pequefia parte.Sin embargo,
son relativamente inestables cuando se exponen a la luz y
particularmente a la radiacion ultravioleta.Para eliminarlas
son necesarios tratamientos muy drasticos, con amoniaco o
hipoclorito, no utilizables con alimentos para uso humano, e

incluso ni con materiales para piensos.

Los tratamientos basados en altas temperaturas y presiones,
como el caso de la extrusion, han demostrado resultados
prometedores. Una nueva investigacion, realizada por
expertos de la Universidad de Ghana y basada en este
sistema de extrusion, ha demostrado una reduccion de mas
del 97% de la aflatoxina B1 en maiz con la mezcla de la
extrusion e hidréxido de calcio. Segun el nuevo estudio, la
extrusion del maiz humedecido con un pH 7.5 reduce en un
60% la cantidad de aflatoxina B1. Si se aumenta este pH a
9.5, la reduccién es mucho mas significativa. El descenso se
sitta desde 412,72 microgramos por kilo a 66,87

microgramos por gramo.


http://www.consumer.es/seguridad-alimentaria/ciencia-y-tecnologia/2009/03/09/183869.php
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La descontaminacion de granos enteros de maiz con una
humedad del 16% mediante amoniaco durante una hora a 55
atmosferas de presion y 40-45°C destruye hasta el 93% de
las toxinas (Martinez et. Al. 1994). EI tratamiento de un
sustrato contaminado con hipoclorito de sodio al 0.5-1% a ph
4 degrada las aflatoxinas B1 y G1 a toda temperatura. El
tratamiento con bisulfito de sodio al 1% tiene poco efecto
sobre aflatoxina B1 a 202C pero solamente persiste el 10% a

100°C. Igual cantidad residual se observa luego.

Del tratamiento a 20°C. con persulfato de amonio al 0.1, y a
60°C. con agua oxigenada al 0.1%. La molienda humeda
reduce la concentracion de toxinas en el almidon de maiz a
1% del valor que tenia en los granos (Tabata et al. 1994) y la

seca a 10%.

La degradacion biolégica, basada en la utilizacion de
bacterias, levaduras y mohos para favorecer la degradacion

de ABL1 se esta realizando de manera experimental.
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1.7.2 Presencia de Aflatoxinas en Maiz y Productos a Base de

Maiz.

Por estudios realizados en el maiz proveniente de los
Estados Unidos de América, China, India y México, se ha
reportado la presencia de Aspergillus flavus y de sus toxinas
(aflatoxinas) en el maiz. En la India, por ejemplo, se han
encontrado valores que oscilan entre los 6.25 y 15.6 mg/kg.
de maiz, cantidades que provocan hepatitis aguda (Lindner,
1995). En 1974, en la India, se documentaron 108 casos de
pacientes que habian consumido maiz contaminado con
aflatoxinas en niveles que oscilaban entre 0.25 y 15 mg/kg.
de dieta. En todos estos casos se detecto cirrosis en nifios.
El sindrome de Reye, con encefalitis y degeneracién grasa
de visceras en nifios, se asocié con la ingestion de
aflatoxinas. En Tailandia, la presencia de aflatoxinas se
presenté como un mal endémico. La presencia de aflatoxinas
es inevitable en algunos lotes de maiz, cuando se dan las
condiciones en que las micotoxinas se producen, tanto en la
planta, como durante estadios posteriores, como la cadena
cosecha, transporte, almacenamiento y utilizacion (Garcia y
Col, 2001).

(Lubulwa y Davis 1994) han estudiado las pérdidas

econdmicas atribuibles Unicamente a la presencia de
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aflatoxinas, en maiz, en paises de Asia sudoriental
(Tailandia, Indonesia y Filipinas), llegando a la conclusion de
gue alrededor del 66% de las pérdidas totales se debian al
maiz contaminado, y las pérdidas atribuibles al deterioro y a
los efectos dafinos sobre la salud delas personas y de los
animales representaban, respectivamente, el 24, el 60 y el
16% del total. No obstante, el estudio tuvo en cuenta
unicamente las pérdidas relacionadas con la morbilidad y las
muertes prematuras ocasionadas por el cancer. En
consecuencia, es probable que las pérdidas relacionadas con
las aflatoxinas sean mucho mayores si se incluyen las otras
consecuencias para la salud humana del efecto inmunotéxico

de las aflatoxinas (y otras micotoxinas).

1.7.3 Requisitos de Calidad que debe Cumplir el Maiz en Grano
Las caracteristicas organolépticas del grano de maiz para
consumo humano, usos industriales y/o balanceados, al
momento de la recepcion y al despacho, se sujetaran a la

norma INEN NTE 0187:1995, véase tabla5y 6.
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TABLA 5
REQUISITOS DEL MAiZ AL MOMENTO DE LA RECEPCION.

. Requisites % Min. % Max. Método de ensayo
. Humedad 13 30 NTE INEN 1513
. Impurezas 10 NTE INEN 1236
_ 5 NTE INEN 1 236
 Dafiados: NTE INEN 1236
- Porcalr 2

- Porhongos

- Porinsectos

 Otras causas 1.5

Fuente: Norma INEN NTE 0187:1995

TABLA 6
REQUISITOS DEL MAIiZ EN GRANO PARA CONSUMO
HUMANO Y USO INDUSTRIAL

- Granos quebrados % max._ Granos cristalizados % max.
- Hasta 2 menor que 5
2 >2a5 5

- >5a7 6

4 >7a10 7

Calor % mix.  Hongos% mix  Insectos %  Total
= =
- 05 05 05 15
- 1 1 1 a
. 2 2 15 55
— ;

Fuente: Norma INEN NTE 0187:1995
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El objetivo de esta investigacion fue identificar cuales son los snack a
base de maiz mas consumidos por los nifios en el lunch, para luego

verificar su ausencia o presencia de AFB1.

Esta investigacion pretende entregar un marco tedrico para la
comprension de la Encuesta que sera aplicada a los nifios, de las

escuela ubicadas en los Guasmos de la ciudad de Guayaquil.

» Disefio y Técnica de recoleccion de informacién

El disefio de la investigacion se hizo con el propésito de llegar a
conocer las costumbres y habitos alimenticios de los nifios durante la
hora del lunch.La técnica de recoleccion de los datos es el método de
la encuesta,lo cual representd una serie de entrevistas con nifios de

escuelas a partir del 3ero. de basica hasta 7mo. de bésica.

Se encuesto6 a los centros educativos de caracter fiscomisional, debido
a que en las escuelas publicas el Gobierno efectia su plan de

“‘Desayuno Escolar”.

El tiempo en el cual se realiz6 la investigacion es el periodo
comprendido entre septiembre y diciembre del 2011. Se solicité la
base de datos de los alumnos inscritos en las escuelas fiscomisionales

a cargo del Cabildo de Guayaquil.
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m Sectorizacion de la Base de Datos.

Se precedido a clasificar la lista por parroquias, y se obtuvo las
parroquias Ximena, Febres Cordero, Letamendi, Urdaneta, Ayacucho,
9 de Octubre, Rocafuerte, Chongon, Pedro Carbo, Olmedo, Tarqui,
Garcia Moreno, Posorja. Se dividio la parroquia Ximena por los
sectores de Los Guasmos, Isla trinitaria, sur oeste. La poblacion a
estudiar fue el sector marginal del Guasmo. Se elaboré una lista de
todas las instituciones fiscomisionales en el sector de Los Guasmos, la
cual detalla el Nombre de la escuela, Numero de teléfono, Direccion
del local, Nombre de la directora y la cantidad de estudiantes cursando

cada afio lectivo. Los datos se pueden verificar en el Anexo 4.

* Muestreo y disefio de la encuesta
El objetivo de la encuesta fue obtener informacion sobre la preferencia
del consumidor (nifios) en relacion a su preferencia de bocaditos de
maiz. Para obtener dicha informacion se utilizo la técnica de encuesta
directa encuestador->consumidor (véase la encuesta en el anexo 5).
El tipo de muestreo que se empleo en la recopilacién de datos a través
de la encuesta hacia los niflos, de los diferentes institutos fue el
Muestreo Probabilistico por conglomerado se debid recurrir a este tipo
de muestreo debido a que la informacién requerida no esta disponible

en fuentes secundarias y el tamafio de la poblacién es muy elevada.
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Para el calculo del tamafio de la muestra (n) se tomaran en cuenta los

siguientes criterios:

Poblacion: N = 18079
Error establecido: E=4%
Nivel de confianza: C=97%
Varianza: S2 =50%
Valor Z: Z=2.17

De una poblacion de 18079 nifios del sector de los Guasmos, se
desea conocer la frecuencia de consumo de Snacks a base de maiz
durante el recreo y para ello se desea tomar una muestra por lo que se
necesita saber la cantidad de nifios que deben entrevistar para tener
una informaciéon adecuada, con un margen de error del 4% y al 97 %

de nivel de confianza.
Donde:

n = el tamafo de la muestra.
N = tamafio de la poblacién.

o=Desviacion estandar de la poblacion que, generalmente cuando no

se tiene su valor, suele utilizarse un valor constante de 0,5.


http://www.monografias.com/trabajos14/nuevmicro/nuevmicro.shtml
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Z = Valor obtenido mediante niveles de confianza. Es un valor constante
que, si no se tiene su valor, se lo toma en relacion al 95% de confianza
equivale a 1,96 (como mas usual) o en relacion al 97% de confianza

equivale 2,17, valor que queda a criterio del investigador véase tabla 7.

TABLA 7
VALORES DE Z

Los valores Z mas utilizados y sus niveles de confianza son:

Z 1,15 (1,28 |1,44 |1,65 |1,96 |2,17 |2,58

Nivel de

confianza |75% |80% |85% |90% |95% [(97% |99%

Fuente: PROBABILIDAD Y ESTADISTICA, 2005.

Solucioén:

Primeramente, se estima la varianza poblacional (o? y con este valor se
evalla en la ecuacion (1), sustituyendo (o2 por su estimacién (s2) la cual

es del 50%.

Luego el valor Z se lo obtiene de la tabla segun el nivel de confianza, el

cual con el 97% nos arroja un valor Z de 2,17.

Una vez conociendo todos los valores en la ecuacién (1), se procede a

reemplazarlos por los valores.

Z2,2S”
EZ

Z;/ZS 2
NE =

1+
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Ec.1

2 2
217 , 05
2
_ 0.04
n = 2 2
] + 217 / 05
((18079)(0.04))>

n =707 (nGmero de nifios a encuestar)

Asi, tomando en cuenta estos criterios y reemplazando estos valores en
la férmula tiene como resultado que se deben realizar 707 encuestas,

con un error establecido del 4%, y un nivel de confianza del 97%.

— Trabajo de campo

Se visitd un total de 7 escuelas, una escuela por dia. Las escuelas
visitadas se observan en la tabla 8. Se encuesto a nifios desde el tercer
afo hasta el séptimo afio de educacién basica debido a que saben leer y
escribir. Estas encuestas se disefiaron con el objetivo de conocer qué
tipo de lunch tienen en el recreo, las marcas de bocaditos de maiz
preferidos por los nifios y frecuencia de consumo véase la encuesta
dirigida para los nifios en el anexo 6. En total se encuesto 707 nifios

durante el mes de septiembre del 2011.



TABLA 8

ESCUELAS VISITADAS EN SEPTIEMBRE DEL 2011.

Escuelas 3ero | 4to | 5to | 6to | 7mo | TOTAL
DIOS VIVIENTE 31 33 30 36 26 156
INSTITUTO SUIZO #1 36| 29| 24| 25| 27 141
JESUS DEL GRAN

PODER 40 47 43 33 41 204
MADRE DE DIOS #1 31| 40| 25| 33| 54 183
MONSENOR JUAN

MARIA RIERA #1 37 28 37 30 34 166
MONSENOR ROBERTO

MARIA DEL POZO #1 69| 73| 59| 65| 61 327
RAYITO DE SOL 34 42 47 26 26 175
Total de nifios 1.352

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
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Por otra parte, se entrevistd a los duefios de bares para conocer qué tipo

de refrigerios son mas consumidos, con qué frecuencia lo compran y el

rango de edad el cual se encontraba para ayudar a determinar mejor los

resultados (ver encuesta a los duefios de bares en el anexo 6).
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¢ Procesamiento y Tabulacién de Datos

Se tabul6é y se procesO los datos obtenidos, se utiliz6 un cuadro
haciendo un analisis individual por cada pregunta y una representacion
grafica en Excel de los mismos, su cuantificacion se realiz6 con el

estadistico porcentaje cuya férmula se la presenta en la ecuacion 2:

F%100
N

Ec.2 % =

%: Tanto por ciento que se encuentra en el total del estudio.
F: Numero de veces que se repite el dato.

100: Constante de la muestra

N: Total de Datos.

Los resultados de las encuestas y las tabulaciones se muestran en el

capitulo numero tres.

o Toma de Muestra en Bocaditos a Base de Maiz
La toma de muestra se describe detalladamente en el literal 2.2.

El procesamiento de la muestra para su posterior andlisis se detalla en

el literal 2.5.
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* Analisis de Bocaditos a Base de Maiz

El pre tratamiento de las muestras de bocaditos a base de maiz se
molieron utilizando un mortero hasta un tamafio que se obtuvo un

polvillo, se refrigeré a 6 °C hasta su posterior analisis.

La extraccion se realizO siguiendo acorde a las instrucciones del
productor (Neogen Corp.), 5 gramos de bocaditos de maiz pre tratado
se mezcld con 25 ml. de una solucién metanol-agua al 70%. El tiempo
de contacto entre la muestra y el solvente de extraccion fue de 45 min.
El filtrado se utilizd para el andlisis de Microelisa sin ninguna

purificacion.

Todo los reactivos fueron comprado de Neogen Corp., densidades
Opticas de los colores desarrollados se midieron en comparacion a
conocer las concentraciones de cuatro patrones de
referencia por un sistema de Dynatech Microelisa con 650 filtro nm y

la concentracion AFB1 en ppb las muestras de ensayo se reportaron.

Se analizaron las muestras en el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos en la Facultad de Ingenieria en Mecanica y Ciencias de la
Produccion, en la Escuela Superior Politécnica del Litoral a través del

ensayo de ELISA DIRECTO en kits de determinacién rapida. El
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fundamento de Elisa, la calibracion del equipo, las consideraciones
generales y la implementacion del ensayo se explica en los literales

2.1.1, 2.3, 2.4, 2.6, 2.7 respectivamente.
aValidacion de Resultados

Se describe detalladamente en el literal 2.8.
< Difusion de Resultados

La difusion de los resultados de esta tesis se realizé por medio del
disefio de un triptico (ver anexo 7) dirigido a los estudiantes de las
escuelas fiscomisionales, docentes, y la directora de la escuela. El
objetivo de esta publicacion era dar a conocer la AFB1, el riesgo
potencial para los nifios, en que parte de la cadena productiva ocurre
su contaminacion, a que cultivo ataca principalmente, el hongo
productor, los resultados obtenidos en la presente investigacion, vy
aconsejarles sobre la alimentacion que deberian de llevar durante el

recreo.

Se presentd un informe técnico, el cual quedd en la biblioteca de la

Facultad de Ingenieria Mecéanica y Ciencias de la Produccion.
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2.1 Métodos de Andlisis de Aflatoxina B1 en Bocaditos a Base de
Maiz.
Varios métodos son comunmente usados para la cuantificacion de

AFB1.

Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
Cromatografia en capa fina

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

El mayor problema asociado con la mayoria de los métodos
utilizados para la determinacién de Aflatoxina bl es la presencia de
sustancia co-extraidas que interfieren en la muestras, las cuales
requieren de multiples extracciones y paso de limpieza antes de la
cuantificacion.

Independientemente del método de andlisis empleado, la
determinacién especifica del nivel de aflatoxinas en un alimento
implica generalmente: molienda del material a tamafio particulado,
la separacién de una cantidad mas pequefia a partir de la muestra
original, extraccion de las aflatoxinas con mezcla de solventes

adecuada.

2.1.1 Técnica de ELISA.
En esta investigacion se utiliza la técnica Elisa para la

determinacion de aflatoxina B1 a base de maiz.
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La técnica ELISA (Enzyme-LinkedlmmunoSorbentAssay) se
basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una
fase sodlida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una reaccidon cuyo producto, por
ejemplo un colorante, puede ser medido
espectrofotométricamente. Este principio tiene muchas de
las propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil,
robusto, simple en su realizacibn, emplea reactivos
econdmicos y consigue, mediante el uso de la fase sélida, de
una separacion facil entre la fraccion retenida y la fraccidn

libre.
Las 4 fases de un ensayo ELISA son las siguientes:

e Conjugacién del anticuerpo o del antigeno con un

enzima.
e Union del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos.
e Formaciéon de una o mas capas de inmunocomplejos.
e Revelado de la reaccion enzimatica.

El método ELISA Veratox Neogen esta validado por la AOAC
en su publicacion 989.06 Aflatoxin B1 in Cottonseed Products

and Mixed Feed Enzyme.
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2.2 Poblacion de Estudio y Toma de Muestra.

La poblacion de estudio fueron nifios, estudiantes de escuelas
fiscomisionales de tercer afio de basica hasta séptimo afio de

basica.

Se realizé la toma de muestras basadas en aquellas que se
evidenci6 en las encuestas y observaciones como las de
preferencia y por ende las mas consumidas por los nifios. Para
facilidad de identificacion de las muestras y de la informacién de los
bocaditos de maiz se nombré cada muestra tomada como MARCA
y se le asigné un namero. Se recolectd6 8 muestras (50 gramos),
fueron elegidas aleatoriamente de un supermercado ubicado en el
sector del Guasmo. Las muestras fueron tomadas durante el mes

de Septiembre.

2.3 Preparacion de Controles Positivos.

Para la experimentacion se utilizé el kit de analisis cuantitativo de
aflatoxina Veratox® asi como también la calibracion del lector de

pocillos Stat® Fax.
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Para determinar el limite de deteccion para la prueba de Elisa se
emplearon dos controles, el primero con una concentracion de 2ppb
qgue es el limite inferior de deteccidén del kit, el cual fue provisto
adicionalmente del kit Veratox® y un segundo control de 5 ppb,
incluido en el kit, correspondiente a la concentracion maxima
permitida de aflatoxina B1 en maiz por la Union Europea en su
Reglamento (CE) N° 1881/2006 para contaminantes de los

productos alimenticios.

2.4 Elaboracion de la Curva Patron.

Para la elaboracion de la curva patrén correspondiente a este
estudio se emplearon 4 estdndares con anticuerpos anti-aflatoxina
cada una de 100pl la concentraciones de 0 ppb (estandar 1), 5 ppb
(estandar 2), 15ppb (estandar 3), 50 ppb (estandar 4), por
duplicado. Se utilizé 8 pocillos para montar la curva patron; se
agrego 100 pl de las soluciones estandar en pozos separados por
duplicado, seguido se mezcl6 la placa suavemente por un
movimiento circular y se incub6 por 2 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C) en oscuridad, luego se agité los pocillos de
anticuerpos para eliminar su contenido, se llené cada pocillo con
agua destilada y nuevamente se eliminé el liquido (se repitio el paso

de lavado 4 veces mas). A continuacién se agregé 100 ul del
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conjugado enzimatico diluido, posteriormente se mezclé la placa
suavemente por rotacion y se incubd por 3 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C). Finalmente, se agregé 100 pl de
sustrato/cromdgeno a cada pozo, se mezclé la placa y en seguida
se incubdpor 15 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en
oscuridad, se agregd 100 pl de la solucion stop a cada pozo, se
mezclé suavemente por rotacion y se leyé a una absorbencia de
650 nm. dentro de los 15 minutos posteriores a la adicién de la
solucion. Se analizaron los resultados por el lector Stat® Fax

Reader.

El trazado de la curva de los estandares se mostro en el certificado
de Aseguramiento de la calidad que estaba incluido en el manual de
equipo de lectura, (ver anexo 8). El estandar cero sera por lo tanto
igual a 100% vy los valores de absorbencia se representan como
porcentajes.

Opciones de curva de calibracion segun el rango de medicion, %CV

y DS que se requiera.

2.5 Procesamiento de la Muestra.

Para obtener una muestra representativa, se procedio a triturar en

una licuadora industrial cada muestra de manera que se obtenga un
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polvillo el cual pase al menos en un 75% a través de un cedazo.
Cada muestra triturada se la recolectd en una funda plastica con
cierre hermético y su respectiva etiqueta de identificacion para su
posterior almacenamiento a 6°C. en un refrigerador hasta su

analisis.

2.6 Consideraciones Generales.

Todos los reactivos del kit deben llevarse a temperatura ambiente
(18 a30°C) antes de utilizarlos.

El pH de los productos por analizar debe estar entre 6 y 8. Al
analizar las muestras se obtuvo un pH de 5 por lo que se afiade una
gota de hidréxido de sodio con una concentracion 1M, obteniendo
un pH final de 7.

Se procede a preparar la solucion de extraccion utilizada como
solvente una mezcla de metanol/agua (destilada), al 70% de
metanol y el restante 30% de agua, de acuerdo al siguiente

procedimiento:

a. Use una probeta graduada y mida 700 ml. de metanol, luego
cologue en un garrafén contenedor.
b. Aifada 300 ml. de agua destilada al metanol y agite

vigorosamente hasta que se mezclen completamente.
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c. lIdentifique la solucion preparada etiquetandola con sus
respectivos datos (Metanol al 70%, Fecha y nombre de los
analistas).

d. Almacene la solucién a temperatura ambiente en un recipiente

cerrado hasta que se la necesite.

2.7 Implementacion del Ensayo.

Para analizar las muestras de los bocaditos de maiz por medio del

kit ELISA se realizaron los siguientes pasos:

1. Con una micropipeta de 100 ul de punta desechable, se colocé 100
ul de conjugado (frasco con etiqueta azul) en cada pocillo marcado

de rojo.

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.

FIGURA 2.1 TECNICA ELISA PASO 1.
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2. Ahada 100 ul de los controles positivos (frasco con etiqueta

amarilla) y las muestras a los pocillos marcados de rojo.

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
FIGURA 2.2 TECNICA ELISA PASO 2.

3. Mezcle y transfiera 100 ul a los pocillos de anticuerpo. Incube

durante dos minutos.

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
FIGURA 2.3 TECNICA ELISA PASO 3.



4. Remueva el liquido de los pocillos de anticuerpo.

5. Lave los pocillos de anticuerpo por 5 veces con agua destilada.

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.

FIGURA 2.4 TECNICA ELISA PASO 4.

6. Invierta los pocillos de anticuerpo sobre un papel toalla absorbente

Repita esta operacion hasta que no quedara liquido en los pocillos.

52
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Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
FIGURA 2.5 TECNICA ELISA PASO 5.

7.Trasfiera 100 ul del sustrato procedente del frasco con etiqueta
verde en cada pocillo, mezcle el liquido de los pocillos (5min, 25°C),
deslizando los pocillos hacia delante y hacia atras, teniendo cuidado

en no salpicar la solucién fuera de los pocillos.

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
FIGURA 2.6 TECNICA ELISA PASO 6.
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8. Trasfiera 100 ul del reactivo Red Stop a cada pocillo de anticuerpo.

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
FIGURA 2.7 TECNICA ELISA PASO 7.

9. Utilice un lector de pocillo a 650 nm. para saber los resultados de

AFB1 presente en las muestras.

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
FIGURA 2.8 TECNICA ELISA PASO 8.
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2.8 Validacién de Resultados
Para la reconfirmacion de los resultados obtenidos en los analisis
de la muestras seleccionadas, se envido un duplicado de cada
muestra analizada a un Laboratorio externo acreditado ubicado en
la ciudad de Guayaquil, para asi contar con un respaldo de estos
datos, y que estos aseguren los resultados obtenidos durante la

investigacion.

Existe o no la presencia de aflatoxina B1 en snack a base de maiz
gue se distribuyen y comercializan en los sectores de los Guasmos,

y poder contestar a las interrogantes ya planteada.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS.

Con los resultados obtenidos durante el estudio sobre los bocaditos de
maiz mas consumidos por los nifios se realizo la tabulacion de datos, con
el fin de conocer la preferencias de los bocaditos de maiz, de toda la
encuesta se contaron todas las preguntas y se construyeron cuadros
para representar la informacion y con su respectivo grafico para observar
la tendencia de las respuestas obtenida para después dar una conclusiéon

de los resultados.

Pregunta 1

¢,Cuadles son las golosinas que usted consume con frecuencia durante el
recreo?

Objetivo

Conocer qué tipo de lunch tienen en el recreo.
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TABLA 9
GOLOSINAS MAS CONSUMIDAS DURANTE EL RECREO EN
LOS BARES DE LAS ESCUELAS.

Respuesta Numero de Porcentaje (%)

encuestados de encuestados

Frutas 78 11.08
Lacteos 149 21.07
Comida 57 8.06

Alimentos tipo 177 25.03
snacks
Cola 64 9.05
Cereales 182 25.76
Total 707 100%

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

Porcentaje
Frutas

Cereales / 11%

0,
Gaseosa 26%

90 Lacteos
9% \ 21%
Alimentos

tipo
snacks Comlda
25% 8%

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.

FIGURA 3.1 PORCENTAJES DE LAS GOLOSINAS MAS
CONSUMIDAS POR LOS NINOS DURANTE EL RECREO.
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Interpretacion: Los nifios han expresado que el 26% consumen cereales
durante el recreo, 25% manifiestan que consumen bocaditos de maiz, el
21% afirma que consume lacteos, el 11% consume frutas, el 9% toma

colas, y el 8% lleva comida preparada desde su casa.

Analisis: Mas de 50 % de los nifios encuestados consumen cereales y

bocaditos de maiz durante el recreo.

Pregunta 2

¢De ser snacks su comida favorita en el recreo, cual es el que mas
prefieres?

Objetivo

Conocer las marcas bocaditos de maiz habitualmente consumidos.

TABLA 10
BOCADITOS DE MAiIZ CONSUMIDOS POR LOS NINOS EN
EL RECESO
Respuesta Numero de Porcentaje (%) de
encuestados encuestados

Marca 1 78 11.03
Marca 2 106 15
Marca 3 120 16.97
Marca 4 149 21.07
Marca 5 85 12.02
Marca 6 57 8.06
Marca 7 48 6.8
Marco 8 64 9.05

Total 707 100%

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
FIGURA3.2 PORCENTAJES DE LAS MARCAS MAS CONSUMIDAS

POR LOS NINOS DURANTE EL RECREO.
Interpretacion: Se observa en grafico que el 21% consumen Marca 4
durante el receso, el 17% consumen Marca 3, el 15% consumen Marca
2, el 11% consumen Marca 1, el 9% manifiestan que consumen Marca 8,
el 8% afirman que consumen Marca 6, y el 7% dicen que consumen la

marca 7.

Andlisis: La mayoria de los nifios consumen bocaditos a base de maiz
durante el receso, esto puede ser debido a su bajo precio y su consumo
es practico.
Pregunta 3

¢ Entre que rangos de edad se encuentra el nifilo encuestado?
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Objetivo
Conocer el rango de edad que mas consumen los bocaditos a base de

maiz.

TABLA 11
RANGO DE EDADES DE LOS NINOS
CONSUMIDORES DE BOCADITOS A BASE DE MAIz

(SNACKYS).
Respuesta NUmero de Porcentaje (%)
encuestados de
encuestados

De 5 a 8 afios 141 19.94
De 8 a 10 afios 163 23.05
De 10 a 12 afios 134 18.95
De 12 0 mas afios 269 38.06
Total 707 100%

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

Rango de edades

» De 5 a 8 afios

38% 20% *De 8al0
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mDe 10a12

anos

» De 12 0 mas
afnos

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.
FIGURA3.3 BOCADITOS A BASE DE MAiZ DE MAYOR
PREFERENCIA POR LOS NINOS EDADES COMPRENDIDAS
ENTRE NINOS DE 5 A 12 ANOS O MAS
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Interpretacion: La grafica refleja que el 20% de los nifios encuestadas
estan entre 5 a 8 afios que consumen mayormente los bocaditos de
maiz, el 23% esta entre 8 a 10 afios, el 20% esta entre 10 a 12 afios, y el

38% esta de 12 o mas afos.

Andlisis: los nifios entre 12 o mas afios mayormente prefieren los

bocaditos a base de maiz.

Pregunta 4

¢, Con que frecuencia compran este tipo de golosinas?

Objetivo

Observar los habitos de consumo de los nifios durante un tiempo

determinado en las escuelas.

TABLA 12
FRECUENCIA DE CONSUMO DE LOS BOCADITOS A BASE
DE MAIZ (SNACKS).
Respuesta Numero de Porcentaje (%)
encuestados de encuestados

Una vez por dia 226 31,97

Méas de una vez 481 68,03
por dia

Total 707 100%

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.

FIGURA 3.4 FRECUENCIA DE CONSUMO DE BOCADITOS
A BASE DE MAIZ.

Interpretacion: de los nifios encuestados el 68% consumen bocaditos

de maiz mas de una vez por dia, el 32% consumen una vez por dia.

Analisis: Mas de 50% de los niflos encuestados consumen los bocaditos

de maiz mas de una vez por dia.

Resultados de las encuestas dirigidas hacia los duefios de bares
Pregunta 1
¢, Qué tipo de alimentos venden en el bar del plantel donde usted
labora?
Objetivo
Conocer qué tipo de refrigerios se expenden en los bares durante el

recreo.



Tabla 13

Refrigerios mas vendidos en los bares de las Escuelas

Respuesta Numero de bares Porcentaje (%) de
encuestados encuestados
Salchipapa 1 14.28
Cereales 1 14.28
Bocaditos 4 57.24
de Maiz
Gaseosas 1 14.28
Total de 7 100%
bares
encuestados

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

Refrigerios mas vendidos

Gaseosas Salchipapa
14% 15%

Cereales
14%

Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.

FIGURA 3.5 REFRIGERIOS MAS VENDIDOS EN LOS
BARES DE LAS ESCUELAS VISITADAS
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Interpretacion: De los duefios de bares encuestados el 50% venden
bocaditos de maiz, el 25% expende salchipapas, el 13% vende bebidas

gaseosas, y el 12% vende cereales.

Andlisis:La mayoria de los duefios de bares encuestados venden

bocaditos a base de maiz.

Pregunta 2

¢En su bar se permite comer todo tipo de comida chatarra?

Objetivo

Conocer si existe 0 no prohibicién de venta de comida chatarras en los

bares durante el recreo.

TABLA 14
PORCENTAJE DE BARES QUE VENDEN COMIDA
CHATARRA
Respuesta Numero de bares Porcentaje (%) de
encuestados encuestados
Si 5 71.42
No 2 28.58
Total 7 100

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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Interpretacion: El 71.42% de los bares encuestados permite la venta de

toda clase de comida chatarra, mientas que el 28.58% no permite.

Andlisis: La mayoria de los bares encuestados permiten la venta de las

comidas chatarras, mientras que un pequefio porcentaje no.

3.1 Resultados de los Controles Positivos.
Para una mayor confiabilidad y comparacion de los resultados
reportados se analizaron controles positivos “muestras fortificadas”
con sus respectivas replicas (tabla 15), se tomaron dos
concentraciones una de 2.0 ppb que corresponde al limite minimo
de cuantificacion del kit de Elisa y una de 5 ppb que corresponde al
maximo nivel tolerable de AFB1 para los paises europeos segun la

OFICIAL JOURNAL OF THE EUROPEAN UNION.

TABLA 15

RESULTADOS DE ABSORBANCIA DE LAS MUESTRAS
FORTIFICADAS DEL KIT DE VERATOX® PARA AFLATOXINA

ALTA SENSIBILIDAD, LECTURA EN STAT® FAX 650 NM.
Regression 12

Filters 650nm
Log/Logit

R=0.999

Pendiente= -2,07915

S s AD s 3 AD ep a

1 1,682 1,696

2 1,592 1,601
Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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La lectura de las absorbancias de las muestras fortificadas (tabla 15)
revelaron una diferencia no significativa con las absorbancias y las
concentraciones reportadas por la curva de calibracion del certificado de
calidad del manual del equipo (anexo 8) como también con los datos de
la curva elaborada para este estudio (tabla 17), es debido a que el snack
a base de maiz que se utilizé para los controles, proveniente de la Marca
1, no contenia concentraciones de aflatoxina B1 que en unién con la
adicion del fortificado aumento la concentracion de la aflatoxina. Con
respecto al coeficiente de variacion (tabla 16) este no sobrepasé el 10%,
el cual es el valor estipulado por la casa comercial que elabor6 el equipo

de lectura, confirmando asi la veracidad de los resultados.

TABLA 16

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE
REPLICA Y MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE
ABSORBANCIA Y CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN
PPB, DE LAS MUESTRAS FORTIFICADAS.

Promedio de variacién | absorbancia (ppb)
1,689 0,586 98,31 2
1,597 0,399 92,93 5

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
Para este estudio se tom6 como referencia la norma internacional

europea (5 ppb) la cual es estricta en cuanto a los niveles

tolerables de aflatoxina B1, los datos fueron analizados bajo este
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criterio ya que si se considera que los factores como la cantidad
de micotoxina ingerida diariamente en funcion de la concentracion
de micotoxina, la cantidad de alimento ingerido, la continuidad o
intermitencia de ingestion del alimento contaminado, el peso
corporal, el estado fisiolégico y de salud del individuo conllevan a
la influencia y disponibilidad de la toxicidad de las micotoxinas en
los humanos, es posible establecer que al ser mayor el valor de la
concentracion de aflatoxina reglamentada por la FAO (20 ppb) los
consumidores tendrian una probabilidad mas alta de adquirir las

enfermedades producidas por esta toxina.

3.2 Resultados para la Curva de Calibracion

En el modo de regresion, las curvas con un valor r < 0.98 van a ser
marcados como invalidos. El Stat® Fax fue calibrado durante la
prueba, usando estandares de lectura de absorbancias. La curva de
calibracion para este estudio fue construida a partir de
concentraciones de 0, 5, 15, 50 ppb de AFB1 con sus respectivas

replicas (tabla 18 y figura 3.6).

El resultado de la curva de calibracion es una serie de lineas

sementadas conectando los puntos del calibrador.
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El volumen es proporcional al paso de luz y por ende a la absorcion.
Stat® Fax 3003 Plus usa la ley de beer para calcular la

concentracion de muestras desconocidas.

TABLA 17
RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE ABSORBANCIA DE LAS
CONCENTRACIONES ESTANDAR DEL KIT DE VERATOX®

PARA AFLATOXINA, LECTURA EN STAT® FAX 650 NM.

Regression 12

Filters 650nm

Log/Logit
1 1,695 1,723
2 1,587 1,597
3 1,218 1,199
4 0,436 0,452

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

Al realizar la curva de calibracion estandar para la técnica de Elisa,
los resultados arrojados de absorbancia promedio y concentracion
(tabla 18) dieron valores similares en comparacion con los datos de

referencia incluidos en el manual del equipo de lectura (anexo 8).
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TABLA 18
RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE
REPLICA Y MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE
ABSORBANCIA Y CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN
PPB, DE LAS CONCENTRACIONES ESTANDAR PROVISTAS
POR EL KIT DE ELISA VERATOX PARA AFLATOXINA.

Absorbancia | Coeficiente % de Concentracion
Promedio de variacion | absorbancia (ppb)

1,709 1,159 99,48

1,592 0,444 92,67 5
1,209 1,112 70,34 15
0,444 2,548 25,84 50

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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Elaborado por: Rodriguez Evelyn y Vizcarra Marcelo, 2012.

FIGURA 3.6 CURVA DE CALIBRACION DEL KIT DE ELISA
VERATOX® PARA AFLATOXINA PARA LAS
CONCENTRACIONES 0, 5, 15, Y 50 PPB
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Para los datos del estandar 1 que equivalen a la concentracion de 0
ppb, la absorbancia promedio fue de 1,709 al ser comparada con la
absorbancia del certificado de calidad del kit (véase anexo 8), la
cual fue de 1,728 se puede observa que hay una aproximacion
entre los datos, de manera que si se analiza la tabla 18 (resultado
de absorbancia promedio de las concentraciones estandar) y el
anexo 8 (certificado de calidad del kit de Veratox® para aflatoxina),
se detalla que para todos los datos el comportamiento fue similar.
Para el caso del coeficiente de variacion ninguno de los datos

supero el 10%, demostrando asi que los datos son veridicos.

3.3 Resultado de cuantificacion de AflatoxinaBl para cada una de

las muestras tomadas.

En la tabla 19 se muestran las absorbancias de las muestras

analizadas proveniente de la marca 1.
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TABLA 19

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PARA LAS MUESTRAS DE
BOCADITOS DE MAIZ MARCA 1, LECTURA EN STAT® FAX
READER A 650 NM.

Absorbancia de la Absorbancia de la
Carrier muestra replica

1 1,701 1,726
2 1,724 1,705
3 1,679 1,721
4 1,746 1,689
5 1,743 1,726

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

Se analizaron en total 5 muestras provenientes de la Marca 1,
realizandose dos analisis por cada muestra, sin encontrar diferencia

significativa entre ambas absorbancias por muestras.

TABLA 20

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE REPLICA'Y

MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE ABSORBANCIA Y

CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN PPB, DE LAS MUESTRAS
ANALIZADAS PARA LA MARCA 1.

Absorbancia| Coeficiente % de Concentracion
Promedio |de variacion |absorbancia (ppb)
<2

1,714 1,032 99,74

1,715 0,784 99,80 <2
1,700 1,747 98,95 <2
1,718 2,347 99,97 <2
1,735 0,693 100,96 <2

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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El coeficiente de variacion de los resultados no sobrepasaron el 10
% (tabla 20) segun lo estipulado por el manual del equipo, esto
quiere decir que los resultados no tienen wuna variacion
representativa entre la réplica y la muestra. Silas absorbancias son
comparadas con los datos arrojados por la curva patréon del estudio,
se puede observar que estas tienen una similitud y es
correspondiente a las concentraciones, este es el caso de la
muestra numero 4 (carrier 4) el cual tiene un absorbancia de 1,746
con una concentracion de 0 ppb (tabla 19), si se compara con el
dato de la concentracion de 0 ppb de la curva patrén para la cual da
una absorbancia promedio de 1,709 (tabla 18) se puede ver que los
valores son similares. En la tabla 21 se muestras las absorbancia

obtenidas para los bocaditos de maiz provenientes de la MARCA 2.

TABLA 21

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PARA LAS MUESTRAS DE
BOCADITOS DE MAIZ TOMADAS A LA MARCA 2, LECTURA
EN STAT® FAX READER A 650 NM.

1 1,757 1,697
2 1,72 1,719
3 1,719 1,746
4 1,732 1,691
5 1,749 1,723

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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Se analizaron en total 5 muestras provenientes de la Marca 2, sin
encontrar diferencia significativa entre ambas absorbancias por

muestras.

TABLA 22

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE REPLICA'Y
MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE ABSORBANCIA Y
CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN PPB, DE LAS MUESTRAS

ANALIZADAS PARA LA MARCA 2.

Absorbancia| Coeficiente % de Concentracion
Promedio |de variacion |absorbancia (ppb)

1,705 2,457 99,24

1,704 0,041 99,20 < 2
1,704 1,102 99,18 <2
1,703 1,694 99,12 <2
1,703 1,059 99,11 <2

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

Los datos reportados mostraron que las concentraciones para la
MARCA 2 (tabla 22) no superaron los parametros dictados por la
union europea y la FDA, los coeficientes de variacion no supero el
10%, esto quiere decir que no hay diferencia significativa entre las

absorbancias.
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TABLA 23

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PARA LAS MUESTRAS DE
BOCADITOS DE MAIZ TOMADAS A LA MARCA 3, LECTURA

EN STAT® FAX READER A 650 NM.

Absorbancia de la Absorbancia de la
Carrier muestra replica

1 1,685 1,709
2 1,681 1,693
3 1,701 1,721
4 1,716 1,708
5 1,743 1,658
Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

En la tabla 23 se reportan los resultados de las absorbancias para
la MARCA 3. Se analizaron 5 muestras, realizando un analisis por

duplicado por cada muestra.

TABLA 24
RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE
REPLICA Y MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE
ABSORBANCIA Y CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN

PPT, DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS PARA LA MARCA 3.

Absorbancia| Coeficiente % de Concentracion
Promedio |de variacion |absorbancia (ppb)

1,697 1,000 98,78

1,687 0,503 98,20 < 2
1,711 0,827 99,59 <2
1,712 0,330 99,65 <2
1,701 3,534 98,98 <2

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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No se encontré contaminacion por AFB1 para la MARCA 3, siendo
asi un producto apto para el consumo y sin riesgo para la
saludpublica. El coeficiente de variacion no sobrepaso el 10%, lo
gque no indica que no hay diferencia significativa entre las

absorbancias leidas por el equipo Stat® Fax.

TABLA 25
RESULTADOS DE ABSORBANCIA PARA LOS BOCADITOS DE
MAIZ TOMADAS DE LA MARCA NUMERO 4, LECTURA EN

STAT®FAX READER A 650 NM.

Absorbancia de la Absorbancia de la
Carrier muestra replica

1 1,689 1,697
2 1,723 1,693
3 1,691 1,694
4 1,682 1,704
5 1,729 1,705

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

En la tabla 25 se muestran los resultados obtenidos para las
MARCA 4, se analizaron un total de 5 muestras, cada una por

duplicado.
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TABLA 26
RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE
REPLICA Y MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE
ABSORBANCIA Y CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN
PPB, DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS PARA LA MARCA 4.

Absorbancia| Coeficiente % de Concentracion
Promedio |de variacion |absorbancia n

1,693 0,334 98,54

1,708 1,242 99,42 < 2
1,693 0,125 98,52 <2
1,693 0,919 98,54 <2
1,717 0,988 99,94 <2

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

No se presencio diferencia significativa entre las absorbancias para
las muestras analizadas proveniente de marca 4. El coeficiente de
variacion no sobre paso el 10% lo cual lo estipula la casa comercial
del Stat® Fax Reader. No se encuentra niveles de AFB1 para la
MARCA 4 por lo tanto se considera esta marca de bocaditos de

maiz apto para el consumo humano.
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TABLA 27

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PARA LAS MUESTRAS DE
BOCADITOS DE MAIZ TOMADAS A LA MARCA 5, LECTURA

EN STAT® FAX READER A 650 NM.

Absorbancia de la Absorbancia de la
Carrier muestra replica

1 1,716 1,683
2 1,68 1,743
3 1,731 1,682
4 1,705 1,715
5 1,703 1,678
Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

En la tabla 27 se muestran los resultados de las absorbancias
obtenidas para la MARCA 5, en total se analizaron 5 muestras,

cada una por duplicado.

TABLA 28

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE
REPLICA Y MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE
ABSORBANCIA Y CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN
PPB, DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS PARA LA MARCA 5.

Absorbancia| Coeficiente % de Concentracion
Promedio |de variacion |absorbancia (ppb)

1,700 1,373 98,92

1,712 2,603 99,62 < 2
1,707 2,030 99,33 <2
1,710 0,414 99,53 <2
1,691 1,046 98,40 <2

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.
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La tabla 28 muestra el coeficiente de variacion de las absorbancias
promedio de las muestras analizadas, los coeficientes de variacion
no sobrepasaron el 10%, no se evidencio presencia de aflatoxina

en las muestras analizadas provenientes de la marca 5.

TABLA 29
RESULTADOS DE ABSORBANCIA PARA LAS MUESTRAS DE
BOCADITOS DE MAIZ TOMADAS A LA MARCA 6, LECTURA

EN STAT® FAX A 650 NM.

Absorbancia de la Absorbancia de la
Carrier muestra replica

1 1,698 1,723
2 1,709 1,679
3 1,708 1,678
4 1,726 1,675
5 1,676 1,728

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

En la tabla 29 se muestra los resultados de las absorbancia para las
muestras de bocaditos de maiz, en total se analizaron 5 muestras,

cada muestras se analizdé por duplicado.
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TABLA 30

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE
REPLICA Y MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE
ABSORBANCIA Y CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN
PPB, DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS PARA LA MARCA 6.

Absorbancia| Coeficiente % de Concentracion
Promedio |de variacion |absorbancia (ppb)

1,711 1,033 99,56

1,694 1,252 98,60 < 2
1,693 1,253 98,54 <2
1,701 2,121 98,98 <2
1,702 2,160 99,07 <2

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

La tabla 30 muestra el coeficiente de variacion de las absorbancias
de las muestras analizadas, los coeficientes de variacibn no
sobrepasaron el 10%, no se evidencid presencia de aflatoxina en

las muestras analizadas provenientes de la marca 6.
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TABLA 31

RESULTADOS DE ABSORBANCIA PARA LAS MUESTRAS DE
BOCADITOS DE MAIZ TOMADAS A LA MARCA 7, LECTURA

STAT® FAX READER A 650 NM.

Absorbancia de la Absorbancia de la
Carrier muestra replica

1 1,716 1,683
2 1,68 1,743
3 1,731 1,682
4 1,705 1,715
5 1,703 1,678
Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

TABLA 32
RESULTADOS DE ABSORBANCIA PROMEDIO ENTRE
REPLICA Y MUESTRA, COEFICIENTE DE VARIACION, % DE
ABSORBANCIA Y CONCENTRACION DE MICOTOXINA EN
PPB, DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS PARA LA MARCA 7.

Absorbancia | Coeficiente % de Concentracion
Promedio de variacion | absorbencia (ppb)
<2

1,700 1,373 98,92

1,712 2,603 99,62 <2
1,707 2,030 99,33 <2
1,710 0,414 99,53 <2
1,691 1,046 98,40 <2

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

Finalmente de las muestras tomadas y en total analizadas no se

encontraron contaminacion de aflatoxina B1.
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Por otro lado se considera que el nivel de concentracion de
aflatoxina para estas marcas no es peligrosa para la salud de sus
consumidores ya que se encuentra en los niveles minimos y no
préoximos al nivel maximo permisible por la Union Europea, por tanto
es posible que esta marca no tenga problemas de contaminacion
con hongos como Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus o

posiblemente le esté dando un buen almacenamiento al maiz.

3.4 Resultado de la Validacion

Se solicité al laboratorio AVVE el analisis de aflatoxina para los
bocaditos de maiz, para corroborar los resultados obtenidos
durante el estudio. En la Figura 3.4 podemos observar el
certificado de analisis, de las 7 muestras que fueron analizadas
el resultado fue de O ppb. A excepcion de una muestra, que
presenté una cantidad de 0.9 ppb de aflatoxinas, esto es debido

a la sensibilidad del método que utilizé el laboratorio externo.
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pITA Temperatu | 18°C- 23°C ]
Humedad relativa: | 40% - 55 % |
RESULTADOS
AFLATOXINAS
Nombre de las Muestras: MMOQ-173
ppb
09
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
[ OBSERVACIONES |

Se podra solicitar modificaciones de documentos hasta 6 meses después de su emision.
Estos resultados corresponden exclusivamente a la muestra analizada.
La contra muestra se almacena en el laboratorio por 1 Mes.
Prohibida su reproduccién total o parcial, sin previa autorizacién de LABORATORIOS AVVE S.A.
Los registros generados por el andlisis de la(s) muestra(s) son mantenidas en los archivos del laboratorio por 5 afios
Las observaciones y opiniones no se encuentran dentro del Alcance de Acreditacién
Vilido sélo el Informe Original

REV 07/12-10

— L de Contacto:

California 1, Calle Arg. Modesto
o Rivadenera, Edifcio Comercial N.-3 Local 4 AKm.11 172 via a Daule.
PBX. Matriz: (5934) 2103206 . Teléfonos Parque Califomia: 2103017/2103026 ext. 235
Direccién Sucursal Laboratorio de Microbiologia: Parque Industrial Calfornia 2, Local D 44
Km.11 172 via a Daule
Teléfono Sucursal: (5934) 2 103365 . Teléfonos Parque Calfomia If: 2 103199 ext. 443
E-mail: labavve@gye satnet.net

cotizaciones.compras@laboratoriosavve.com
paola.aviles@Iaboratoriosavve.com

Elaborado por: Laboratorios AVVE, 2012.

FIGURA 3.4 CERTIFICADO DE ANALISIS.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se determind y cuantifico la concentracién de la AFB1 en bocaditos a

base de maiz (snacks) por medio de la técnica inmunoenzimética ELISA.

Se hall6 que el 100% de las muestras de bocaditos de maiz analizadas
presentan una contaminacion menor que 2 ppb. con AFB1, lo que indica
que el maiz fue cosechado y almacenado en condiciones Optimas.
Lasmuestras fueron leidas mediante el equipo de micro pocillos STAT
FAX READER A 650 nm. Mientras que la validacién de los resultados
obtenidos por un laboratorio certificado fueron de 0 ppb. a excepcién de
una muestra, que presenté una cantidad de 0.9 ppb de aflatoxinas, esto
es debido a la sensibilidad del método que utilizé el laboratorio externo.
Ambos resultados indican que estan dentro del limite permitido de la
FDA y la Union Europea.

Para conocer cuéles eran las marcas de bocaditos de maiz mas
preferidas por los niflos, se realiz6 una encuesta a los nifios. La

poblacion total de nifios era de 18079, se tomd un nivel de confianza del
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97% y un margen de error del 4%, lo cual dio un valor de 707 nifios a

encuestar.

Dentro de los requerimientos para la aceptacion del maiz en grano,
dados por la norma INEN, no se encuentra un analisis de determinacion
de aflatoxinas, siendo este uno carcinégenos mas poderosos de la
naturaleza, por lo tanto que deberia ser incluido en la norma INEN para

la aceptacion del maiz en grano.

RECOMENDACIONES

Concienciar a los productores de snacks de incluir en sus andlisis
preliminares para la aceptaciéon de un lote de maiz, el andlisis con la
técnica ELISA para indicar la presencia de aflatoxinas en su materia

prima.

Brindar capacitaciones a los productores de maiz acerca del buen trato
post-cosecha del maiz para asi evitar la proliferacion de hongos y por

ende el desarrollo de aflatoxinas.

Conociendo que los cereales son susceptibles al ataque de hongos
Asperguilius flavus, el cual es uno de los predecesores de las aflatoxinas,
este analisis con la técnica ELISA se lo aconseja aplicar en los cereales y
otros productos susceptibles tales como: mani, habas, leche que también

son consumidos en gran cantidad por los ecuatorianos.
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El gobierno de nuestro pais deberia adoptar leyes para el control de
aflatoxinas tanto en materia prima como en producto elaborado, como se
lo hace en la mayoria de paises de Sudamérica, para de esta manera
minimizar la presencia de cancer al higado y otras enfermedades como

micotoxicosis en el pais.
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ANEXOS



ANEXO 1

NIVELES DE ACCION ESTABLECIDOS POR LA ADMINISTRACION DE
ALIMENTOS Y MEDICAMENTOS (FDA).

Para Nivel Materias Primas
Humanos 20 ppb | Todos los alimentos excepto la
leche
Todas las especies de 20 ppb Todos los
animales alimento (excepciones abajo)
Cria de ganado, aves de 100 ppb Maiz

cria, cerdos de cria.

Cerdos de acabado (> 100 | 200 ppb Maiz
Ibs.)
Acabado el ganado vacuno | 300 ppb Maiz

Acabado el ganado vacuno, | 300 ppb harina de semilla de algodén

porcino, aves de corral

Fuente: FDA Guia regulatoria para Aflatoxinas y Contaminantes 1992.



ANEXO 2

NIVELES MAXIMOS PERMITIDOS PARA ALIMENTOS ELABORADOS A
BASE DE CEREALES Y ALIMENTOS INFANTILES PARA LACTANTES Y

NINOS DE CORTA EDAD REGLAMENTADOS POR LA UNION EUROPEA.

Contenido maxime (pgfkg

Productos
o ppb}
B, B*B,*G*G, M,
+ Alimentos infantiles y alimentos elaborados a base de | 0,10 — —_
cereales para lactantes y nifios de corta edad.
+ Preparados para lactantes y praparados de coninuacidn, | — — 0,025
incluidas la leche paralactantes y Ia leche de continuacion.
0,10 —_— 0,025

+ Alimentos dietéticos destinados a usos médicos espe-
cialas dirigidos especificamente a los lactantes,

Fuente: REGLAMENTO (EU) No 1881/2006 DE LA COMISION

De 5 de Diciembre del 2006.



ANEXO 3

LISTA DE LAS ESCUELAS DEL SECTOR DEL GUASMO

Numero de alumnos por grados

7 LAGOS COOP. 7 LAGOS V. 8 ROSA JENI MERIZALDE 497939 31 31 34 27 | 22 25 12 182
GUASM.SUR:CALLES ATAHUALPA
Y AVERROES BUCARAM MZ. 14 S. 2483033 -
ALBERTO BORGES Y NAJERA 51 SANCHEZ CACERES WILSON ROMULO 090288637 0 13 13 12 11 11 13 73
AMANECER FELIZ FLORESTA 1 MZ.92 V. 24 LCDA. GLORIA RAMIREZ 2426032 0 9 10 10 9 11 7 56
CDLA.LAS TEJAS: MZ.15 VILLAS #
AMERICA UNIDA 25-28 GUADALUPE VIZUETE MARIANA ESTHER 436483 82 97 83 94 | 89 | 89 75 609
GUASMO CENTRAL: COOP.
CARLOS CASTRO # 1: MZ. 2 SOLAR 2488453 -
AMIGUITOS DE MICKEY #2 MIRIAM OROZCO BECERRA 090224223 28 38 27 25 | 20 20 14 172
GUASMO CENTRAL: PRE-COOP.
COMITE DE BASE PRIMERO DE 2480582 -
AMIGOS POR SIEMPRE AGOSTO MZ.1 V. 7A KATHIA HIDALGO DELGADO 094410191 8 0 0 0 0 0 0 8
GUASMO CENTRAL: COOP. FLOR 2496653 -
ANTARTIDA DEL GUASMO: MZ.4 SOLAR # 6 CEDENO WITHER NARCISA DE JESUS 086429539 28 26 26 26 | 31 | 33 28 198
GUASMO SUR: COOP. DER. DE
APRENDAMOS A LEER LOS POBRES: MZ. 4 SOLAR # 39 ROSA MARLENE CONTRERAS LEON 2480246 0 21 21 9 10 8 10 79
GUASMO SUR: PROLETARIOS CON 2494330 -
APRENDIZAJE Y DESARROLLO TIERRA MZ. 49 S. 10 REYNA CORNEJO PRIMO 088198856 0 15 15 15 12 12 10 79
G.SUR:COOP.BANANEROS.BQ.1
BELEN # 2 MZ.2-A S.29 GLENDA GIOMARA SIERRA 458766 - 094441344 | 24 7 7 19 3 6 6 72
GUASMO SUR: COOP.UNION DE
BANANEROS, BLQ.# 1: MZ. 11 2486232 -
BENJAMIN MURILLO SOLAR # 19 BORBOR CORONEL MARTHA ALEXANDRA 097785442 9 13 13 5 8 9 6 63
COOP. UNION DE BANANEROS BQ.
CAMPO DE VIDA 3MZ.17S. 4 PALMENIA LINETT MINA MERCADO 502509 28 40 35 33 | 26 23 29 214
2427435 -
CIENCIAY PORVENIR FLORESTA Il MZA. 140 V 26 MAGDALENA VILLA DE ESTRADA 097289995 10 14 14 12 14 5 8 77
GUASMO SUR: COOP.UINON DE
BANANERS, BLQ.# 7 MZ. 417 S. 17-
CIUDAD DE CUENCA 21 ROMERO LLAPA NOE IDOBERTO 489353 - 489354 24 24 19 18 10 13 16 124




COMUNIDAD CRISTIANA

GUSMO SUR: COOP. GUAYAS Y

CELEBRACION QUIL MZ. 10 SOLAR 11 ESTHER NOEMI NICOLA OLVERA 2457049 0 6 6 9 3 2 2 28
GUASMO SUR: COOP. UNION DE
BANANEROS, BLQ.# 1: MZ. 25 SOLAR
CRISTO LA LUZ DIVINA #7 FERNANDEZ ALVAREZ ANGELA MARIA | 2450424 - 097912779 19 14 7 11 10 8 9 78
LOT. CIUDAD DE DIOS 2623, BL. 4
CRISTO REDENTOR MZ. A'S. 24-29 EVA LIDIA SUAREZ ALARCON 340875 - 085778693 0 18 18 19 14 14 12 95
GUASMO NORTE: COOP.JUAN X
DANIEL GUADAMUD # 1 MARCOS: MZ.4 SOLAR # 20 LORENTY ZAMORA MARCIA NOEMI 431573 - 091090729 12 12 5 5 6 5 4 49
DELFINA ARMERO DE GOMEZ AV. 25 DE JULIO Y NICOLAS
(VESP.) MESTANZA MEZA KUFFO ISABEL MARIANITA 342614 39 39 48 56 56 57 67 362
G.SUR: COOP.UNION DE
DELIA LAVAYEN ROGRIGUEZ BANANEROS,BLQ.3-A,MZ.8,S.19-20 SANTIAGO VICENTE VALVERDE 481832 - 088174671 0 25 25 29 26 15 24 144
GUASMO SUR: COOP. BATALLA DE
DIBUJOS Y LETRAS TARQUI: MZ. 3 SOLAR # 1 IBARRA HUALPA MARIA DE LOURDES 502461 - 2334119 0 22 22 25 35 18 30 152
GUASMO SUR: CDLA. LAS BRISAS
DIOS VIVIENTE MZ.ES. 6 FANNY GUERRERO 483129 - 091919138 0 31 31 33 30 36 26 187
DOMINGO COMIN # 205 Y CALLEJON
DOMINGO COMIN DAULE CRISTIAN GALLEGOS 2440004 - 091437562 78 94 115 | 119 | 125 | 131 | 134 | 796
DR. BENJAMIN CORDERO Y LEON COOP. FLORESTA 3: MZ. K S. 1 DIANA FUENTES MONROY 2556242 - 2424604 0 9 9 8 5 9 3 43
GUASMO SUR: COOP. MARTHA DE
ECOBVIDA ROLDOS MZ.2S. 4 FABIOLA ESPINOZA 421295 - 099588949 0 14 14 14 13 10 8 73
EDUCACION Y FE PRADERA 2 MZ. D9 V. 13 FELIX SORIA DICAO 2899664 - 089572840 30 31 27 31 22 22 22 185
I. TRINITARIA: COOP. VALLA DOLY:
MZ. A SOLAR #19 Y AV. LOS
EL ARBOL DE LA ESPERANZA ANGELES 944 PENA ANZULES IVONNE ARACELLY 602574 - 090836343 0 10 10 4 4 5 0 33
EL CASTILLO DE HALVAR FLORESTA 2 MZA 169 VILLA 4 VICTOR DELGADO CH. 2495610 - 2830050 24 14 14 7 18 9 14 100
GUASMO CENTRAL: COOP. U. DE
EL PEDREGAL #1 BAN. MZ.13 SOLAR # 11 LETTY ARACELY ZAMBRANO 2555900 - 089744173 0 21 21 20 23 17 13 115
GUASMO CENTRAL: COOP. CARLOS
EL RINCON DE LA TIABACHITA #1 CASTRO # 2: MZ. 1 SOLAR # 15 CAJO CHASI BEATRIZ JOSEFINA 476860 - 091709213 33 33 12 19 7 7 12 123
COOP. ESMERALDAS CHIQUITA: MZ. .
EL SALVADOR A-1 SOLARES # 6 AL 10 NUNEZ TAIPE GABRIELA DE JESUS 2580446 - 097895824 23 23 23 18 21 15 11 134




COOP.EUGENIO ESPEJO, MZ.5,

ENRIQUE SAYAGO SAMANIEGO #1 SL.3 (FINAL PRADERA # 3) VILLAGOMEZ ARREAGA JOSE EFREN 437154 -099148016 12 12 5 5 13 15 4 66
GUASMO SUR: COOP. LAS .
ERNESTO CHE GUEVARA PALMAS: MZ. 8 SOLAR # 25 TEOFILO MANUEL CEDENO CRUZ 844475 - 091010373 15 8 12 6 6 10 13 70
GUASMO SUR: COOP. SANDINO Y
ESTRELLA DEL MAR FCO. DE ORELLANA PAREDES VELASCO NOE JOSE 480901 - 080082537 47 40 40 44 57 55 39 322
COOP. LOS TULIPANES: MZ. 116
ESTRELLITA DEL SUR SOLAR # 6 COBOS URDIALES NORMA ISABEL 497516 - 099773817 21 30 30 26 31 21 25 184
GUASMO SUR: COOP.DERECHO DE
FUENTE DEL SABER L.POBRES: MZ.45 SOLAR # 18 STAY COELLO NIDIA SABRINA 485277 - 080097731 20 17 17 16 8 7 11 96
GABRIEL PAZMINO ARMIJOS # 1 GUASMO CENTRAL: CDLA. LOS
(U.E) CIDROS: MZ. 43 V. 5-19 SALAZAR ALVAREZ JOSE MARIA 485140 - 093074937 11 11 9 14 14 17 11 87
GUASMO SUR: COOP.18 DE
GABRIEL OLMEDO ARROBA ESPINOZA OCTUBRE: MZ. 3355 SOLAR # 8 CHICA ROJAS VIOLETA CRISTINA 2502812 - 086274487 10 21 23 22 28 35 35 174
G.SUR:COOP.MARIUXI FEBRES
GENESIS #2 2.ETMZ.158S. 25 JHONY MOREIRA ALCIVAR 2485067 - 097017398 15 9 9 11 8 10 7 69
GOTITAS DEL MANANA COVITAP: MZ.7S. 18 MA. DOLORES MALDONADO 438417 - 088892011 13 0 0 0 0 0 0 13
GUASMO OESTE:
COOP.SNTGO/GQUIL.# 2: MZ.B SANCHEZ ESTRELLA MARIA
GRAL. JOSE IGNACIO VEINTIMILLA SOLAR # 16 ARGENTINA 425624 - 088966165 11 13 13 11 9 7 7 71
G.NORTE:COP.25 DE ENE,CALLE .
HERMANOS DEL SABER #1 DEL RIOMZ.91S. 17 BAJANA VERA FELIX EDUARDO 503040 0 10 10 11 9 11 10 61
GUASMO SUR: COOP. STAND
HISPANO SUR FRUIT: MZ. 9 SOLAR # 3 KARIN ARELLANO OTERO 2482953 - 086780022 0 25 25 25 25 25 25 150
GUASMO CENTRAL: COOP.NUEVA
HUIOS IDEAL: MZ. 1 SOLAR # 7 NUNEZ NUNEZ CATALINA ELIZABETH | 2506095 - 094083268 10 10 5 10 5 12 6 58
GUASMO SUR,COOP.GUAYAS Y
ILUSIONES QUIL,MZ.67,S.2 LCDA. DAISY TERESA VILLEGAS COTO 651256 0 30 29 25 22 17 19 142
G.CNTRAL: COOP.7 SEPT.AV.LAS
INSTITUTO SUIZO #1 ESCLUSAS Y PASAJE 10 E CRUZ ZUNIGA GILBERTO RODRIGO 487827 - 369227 39 26 36 29 24 25 27 206
GUASMO SUR: COOP. UNION DE
JESUS DEL GRAN PODER BANANEROS, BLQ.# 2 MZ. 2327 S. 3 | MORRILLO BARREIRO WINTER ELISIO | 2486827 - 087639615 | 40 32 40 47 43 33 41 276




JOSE ANCHUNDIA QUIJIJE

GUASMO SUR: BLQ. # 2;
COOP. UNION DE
BANANEROS: MZ. 3 SOLAR
#11

MAIRA ANCHUNDIA BARROSO

488023 - 091919294

30

26

28

19

21

13

11

148

JOSE PERALTA #1

GUASMO SUR: COOP.
U.BANANEROS, BQL.# 1 MZ.
24 SOLAR # 54

GONZALEZ LOOR LILIA MARIA

485101 - 088285147

13

13

10

64

JULIO PENA BERMEO #1

GUASMO CENTRAL: AV. LAS
ESCLUSAS Y CALDERON
MZ. F S. 10

PENA ESCOBAR JESSICA GIANNINA

507456 - 098177927

34

34

28

21

15

10

142

JUVENTUD ECUATORIANA #1

GUASMO CENTRAL.: COOP.
LUCHA POPULAR: MZ.C
SOLAR # 8

BURGOS MORALES CATALINA MONSERRATE

2481317 - 099500979

17

11

21

12

18

11

13

103

LA FE DE ABRAHAM

GUASMO OESTE,
COOP.JACOBO BUCARAM
MZ.CS.4

VILLARREAL MECIAS JOVA NORMA

2499274 - 089870800

29

19

29

32

31

17

14

171

LA SABIDURIA DE SALOMON

COOP. LOS CLAVELES: MZ.
2 SOLAR # 6 - SECTOR
MALVINAS

PUERO CANDELA PAULA NASTACHA

334636 - 097441758

15

15

19

15

10

15

89

LA SANTIDAD

CDLA. FLORESTA 3 MZ.203
V23

JESSICA JANINA FREIRE

435377 - 081633261

16

13

24

16

24

19

23

135

LINAJE DEL REY

COOP. DERECHOS DE LOS
POBRES: MZ. 3251 SOLAR #
17

VALENCIA VERA JULIA ANNABELLA

2488212

27

21

23

35

35

27

30

198

LIRIOS DE LUZ

GUASMO SUR-COOP.
POBLADORES SIN TIERRA
MZA.6 SOLARES 8 Y 9

JESSICA ISABEL VERA HUACON

521248 - 093096953

47

42

42

42

27

19

12

231

LOS AMIGOS DE JESUS #1

GUASMO CENTRAL: COOP.
7 LAGOS, MZ. 45, V. 18

ALEXANDRA TOMALA PONGUILLO

426558 - 494583

15

15

15

16

75

LOS HEROES DE PAQUISHA #1

GUASMO CENTRAL:
COOP.ECUADOR

TERAN ORDONEZ MARCO VINICIO

2429727 - 080032187

17

13

63

MACHINAZA # 1 (U.E. PRINCIPE DE
PAZ)

GUASMO NORTE: COOP.
1ro. DE MAYO: MZ. 14
SOLAR#1

RODRIGUEZ CARDENAS CRISTINA
ALEXANDRA

489458 - 082713029

35

31

31

44

43

46

38

268

MADRE DE DIOS #1

GUASMO NORTE: CASITAS
DEL GUASMO: MZ. 29
SOLAR # 27

VARGAS LARA JULIA NARCISA

494428 - 094878184

20

31

31

40

25

33

54

234

MANOS TRAVIESAS

GUASMO SUR: COOP.
ESTRELLA DE OCTUBRE:
MZ. A4 CALLE: LENIN

ROQUE APOLO MARJORIE ARACELLY

488041 - 093695313

20

15

12

19

15

17

18

116

MARTHA BUCARAM DE ROLDOS

GUASMO SUR: CDLA.
BATALLA DE TARQUI: MZ. 4
SOLAR #5

RIQUEROS MANZO ELIAS MOISES

344549 - 341367

12

11

48




MI JARDIN MARAVILLOSO

GUASMO
SUR,COOP.ESTRELLA DE
OCTUBRE,MZ. C ,S.12

NAVARRETE CASCO RONAK VICENTE

487231 - 091505423

24

24

12

80

MISAEL ACOSTA SOLIS

G. SUR: COOP. MIAMI
BEACH: MZ.C SOLAR 17

SARCO GARCIA NARCISA GERTRUDIS

082750172

15

15

15

16

15

18

94

MONSENOR JUAN MARIA RIERA # 1

GUASMO CENTRAL:
PRE.COOP. 7 LAGOS:
MZ.1434 SOLAR # 1

JACQUELINE ESPANA URINA

2495870 - 097537686

41

40

37

28

37

30

34

247

MONSENOR ROBERTO MARIA DEL POZO #
1

GUASMO CENTRAL: AV.
RAUL CLEMENTE
HUERTA

VICENTA MARLENE MONTIEL MOSQUERA

480707 - 087870232

72

69

73

59

65

61

399

NIKOLAI IVANOVICH LOBATCHEWYSKY

GUASMO CENTRAL:
COOP. JUAN PENDOLA:
MZ. 10

GONZALEZ ALDAZ OLMEDO RAUL

481408 - 601494

17

17

15

16

19

13

97

NUESTRA SENORA #1

GUASMO CENTRAL:
CDLA. J. PENDOLA A.
MZ.9-B

MENDEZ JIMBO BETHSABE MARIA MELANIA

481282 - 099093921

26

27

31

23

22

11

14

154

NUESTRA SENORA DEL QUINCHE

GUASMO SUR:
COOP.NUESTRA SRA.
DEL QUINCHE, LOTE # 2

HNA. ANTONIETA MONTALVAN
CAMPOVERDE

486759 - 089746709

90

86

86

85

81

88

76

592

NUEVA JERUSALEN

GUASMO SUR: COOP.
UNION DE BANANEROS,
BLQ.# 1: MZ. 5 SOLAR # 55

SOLORZANO CEVALLOS MERLY ELIZABETH

896227 - 087451369

14

14

29

28

21

21

127

NUEVALUZ #1

GUASMO CTRAL: COOP. 7
DE SEPT.: RAUL
CLEMENTE HUERTA MZ. 2
S.2

CAJO MOYOTA LUZ HERMINIA

489283 - 093333638

68

42

42

43

42

43

28

308

NUEVO AMANECER #1

GUASMO CENTRAL:
COOP. JUAN PENDOLA:
MZ. 6 SOLAR # 18

JIMENEZ CARLO SABINO OSWALDO

891224 - 502848

16

16

15

16

17

13

17

110

NUEVO FUTURO

GUASMO SUR:
COOP.UNION DE BANAN.
:BLQ. # 3: MZ. 17 SOLAR #

14

JUDITH DOLORES ALBAN CRESPIN

2504582 - 097035767

10

11

58

NUEVO RUMBO

GUASMO NOROESTE:
COOP.LUIS VARGAS
MZ.41-H SOLAR # 1

LEON DAVILA KARINA PAHOLA

584542 - 581127

20

20

17

20

33

25

13

148

PADRE ANTONIO CALDERON RESTREPO

GUASMO SUR:
COOP.PROLETARIOS SIN
TIERRA: MZ. 18 SOLAR # 8

MARITA MAQUILON

501451 - 099785330

14

14

16

13

74

PALABRAS DE VIDA #1

FLORESTA 2: MZ. 200 V. 4

ABAD JUANAZO TERESITA DE JESUS

425107 - 420073

13

18

18

18

12

16

10

105




GUASMO CENTRAL:
COOP.VIRGEN DE MONSERRATE:

PARAISO DEL SABER # 1 (VESP) Mz.B-1 SOLAR # 3 MONICA DEL ROSARIO CEPEDA 2486013 - 081386945 17 13 13 17 12 6 19 97
GUASMO SUR: COOP.UNION
BANANEROS, BLQ.# 1 MZ. 2864 S. .
PARVULITOS DE JESUS 7 RIVERA CEDENO ZENIA MARILU 892888 - 099554806 25 25 13 11 10 7 6 97
G.SUR:COOP.PATRIA NVA:CALL.18
PATRIA NUEVA DE OCT. ORDONEZ VALAREZO ARGENTINA E. 2898590 20 16 16 8 12 8 8 88
GUASMO SUR: COOP. U. BANERS. MARTILLO ALVARADO NARCISA DE
PEDRO LUCIO TRUJILLO BQ.# 3: MZ. 6 SOLAR # 4 JESUS 2502539 - 092267046 20 14 14 14 15 14 12 103
GUASMO CENTRAL: COOP.
. CARLOS CASTRO # 1: MZ. 1 CHIRIGUAYO CAJAMARCA ANGELA
PELDANOS DE SUPERACION #1 SOLAR #5 IRENE 2506187 - 093964567 0 17 10 11 6 4 11 59
G.SUR:COOP.GUAYAS Y QUIL
PERLA DEL GUASMO MZ.28 S.2 CALERO BARRAGAN RAQUEL DEL R. 2489448 0 31 31 20 21 10 10 123
CDLA.LOS TULIPANES:MZ.25 .
PITUSA #1 SOLAR 273 MEDRANO MUNOZ PILAR AZUCENA 439130 - 555536 28 24 24 25 21 23 22 167
CDLA. CLAVELES MZA.18 V5 A
LADO DE GUANGALA'Y
PROVINCIA DE ESMERALDAS ESMERALDAD CHIQUITO CLARA LORENA ANGULO DELGADO 2449418 - 088760771 0 12 13 13 17 13 13 81
COORP. LUIS VARGAS TORRES:
RAQUEL CRESPO DE MINETTO TULCAN Y JOSE DE LA CUADRA ANA MENDOZA 2440252 0 13 13 10 9 6 1 52
GUASMO SUR: COOP.UNION
BANANEROS, BLQ.# 2 MZ. 29
RAYITO DE SOL SOLAR#8-9 ELENA AMADA CORRAL MORA 501751 - 086511792 60 48 34 42 47 26 26 283
G.SUR COOP.U.DE BANANEROS
REDENCION DE JEHOVA BLQ.2 MZ. 2675 S.10 OLMEDO LUDIS 2318891 - 082876454 0 27 15 20 19 19 12 112
GUASMO SUR: COOP. MOLINA DE
REY DE GLORIA FRANK: MZ. 13 SOLAR #5 IRENE AREVALO PAREDES 504046 - 091720217 19 26 26 25 20 15 20 151
GUASMO CENTRAL: COOP. FCO.
RIQUEZAS DEL ECUADOR DE ORELLANA: MZ.C SOLAR # 4 MORLAS RIZZO ESPERANZA CRISTINA 481160 0 16 16 31 7 13 7 90
COOP. SANDINA # 3: MZ. 32 CEDENO GARCIA MARIANA DEL
ROSARIO GARCIA VDA.DE CEDENO SOLAR # 2 CARMEN 500746 - 097295691 10 10 10 11 9 5 5 60
PARAISO DE LA FLOR,
SAGRADAS ESCRITURAS BLQ.6,MZ.314 S. 10 OSCAR COROZO 089064197 0 33 33 33 22 23 24 168




GUASMO SUR:
COOP.U.BANANEROS, BLQ.# 1:

SAN FRANCISCO DE QUITO #1 MZ.33 SOLAR # 26 HUERTA JUSTILLO YOLANDA ADDELY 482951 - 097718482 35 30 24 26 29 25 29 198
GUASMO SUR: COOP.BATALLA
DE TARQUI: CALLE 27 DE
SAN JUDAS TADEO FEBRERO MZ.9S. 1 CARMEN DEL PILAR AGUIRRE MENDOZA 861488 7 19 19 15 18 10 14 102
GUASMO SUR: COOP.MARIUXI
FEBRES CORDERO: 57 A-SUR E.
SAN PIO DE PIETRELCINA Y GUSTAVO R. DE ICAZA CABEZAS RODRIGUEZ WASHINGTON 2489152 - 089488103 33 33 38 14 24 22 18 182
GUASMO SUR: COOP. CESAR
SANTA JERUSALEN SANDINO # 4: MZ. 1 SOLAR # 11 VERA LAVAYEN PASTORA FELICITA 2480959 12 6 6 8 7 2 3 44
AV. 25 DE JULIO, CDLA. SANTA
SANTA MARIA DE LOS ANGELES MONICA MELIDA CARLOTA VERA CABRERA 2493910 - 091614784 65 69 66 67 66 68 59 460
GUASMO NORTE: COOP.
CENTRO CIVICO: MZ. 2 SOLAR # ALVARADO ALMEIDA VICTORIA
SANTO TOMAS DE AQUINO 112 ESPERANZA 2480348 30 30 27 23 32 33 27 202
GUASMO SUR:
COOP.DERECHOS DE LOS
SEGUIDORES DE JESUS POBRES: MZ. 21 SOLAR # 10 BAILON LOPEZ CLARA INES 458849 - 091027431 0 22 22 22 22 23 22 133
G.SUR: FCO.DE ORELLANA:
SEGUNDO ESPEJO MZ.F, SOL.# 3 NIDIA ESPEJO ORTIZ 502680 - 089121926 28 25 25 25 16 15 15 149
PRE-COOP. ALAMEDA: MZ. G-2
SEMBRANDO EL FUTURO SOLAR #1 LANDI CRESPIN JENNY AURORA 583074 14 14 14 11 21 6 10 90
GUASMO SUR: COOP.
AMAZONAS # 2: MZ. 2 SOLAR #
SENOR DE LA JUSTICIA 27 PAREDES CORDERO MIRYAM PATRICIA 507658 - 097509937 30 30 35 13 19 15 24 166
GUASMO CENTRAL COOP LOS
ULTIMOS SEREMOS PRIMEROS .
SIMON COELLO FLORES MZ G VILLA 5 CELESTE COELLO ACUNA 2449283 - 088989570 0 27 27 18 20 13 13 118
G.SUR, COOP.UNION DE
SINAI BANANEROS,BLQ. 3, MZ.26,S.19 GONZALEZ MOTATO LIGIA ZOILA 507478 - 093691833 0 13 13 8 10 10 11 65
GUASMO NORTE: COOP.CNTRO. .
SIXTA BOHORQUEZ DICAO CIVICO: MZ. 118 SOLAR # 14 SANDRA MUNOZ ( E) 492455 - 090499703 0 32 32 32 22 17 0 135
GUASMO SUR: COOP.BATALLA
DE TARQUI AV. ABDON
TELMO MARQUINA CALDERONBL. AMZ. 14 S. 7 JOSE URGILES 2488599 - 092436777 0 36 36 42 33 33 31 211




GUASMO NORTE: COOP.25 DE ENERO:

JANET PATRICIA CEDENO

TIA ZOILITA MZ. 21 SOLAR # 39 ALVARADO 2491136 0 10 | 10 | 10 | 11 | 14 7 62
G.SUR,COOP. JULIO POTES JIMENEZ NAVARRETE MORAN VICENTA
TIERRA DE ISRAEL (VESP) MZ.27 S.5 DOMITILA 369046 - 080787511 0 20 | 20 | 19 | 19 | 25 | 18 | 121
G.SUR:COOP.PROLET.C.TIERRA,CALLE
TRES DE NOVIEMBRE 1RA. REYES TOLEDO JOSE VICENTE 2485699 27 | 27 | 24 | 21 | 20 | 14 | 14 | 147
TRIUNFANTES EN CRISTO FLORESTA 1 MZ. 82 V. 14-15 JOSE CUCALON 2497712 0 19 | 19 | 18 | 23 | 18 | 15 | 112
VICTOR SALOMON GUASMO CENTRAL: COOP. NUEVA
BARRERA CRUZ # 1 GRANADA: MZ.12 SOLARES #19,20 | BARRERA ARROYO VILMA RUTH 503039 - 080798293 15 | 22 | 13 | 16 | 31 | 13 | 16 | 126
GUASMO CENTRAL:COOP. NUEVA TOMALA PONGUILLO ARGENTINA
VIRGEN DE GUADALUPE # 1 GRANADA MZ.29 V.6 EUGENIA 2498746 - 089165880 16 | 11 | 11 | 14 8 11 9 80
YANIRA MAITTE # 1 G.CENTRL: COOP.CENTINELA CAMPOVERDE TORRES YANIRA
(VESP.) D.GUASMO MZ.5 S.18 MAITTE 486982 - 092877983 0 41 | 35 | 25 | 29 | 34 | 20 | 184
YOLANDA TOBAR DE MORAN MORAN TOBAR NARCISA DEL
#2 G.SUR:COOP.G.LIBRE BQ.1 MZ.2 S.11 ROCIO 095324623 0 13 | 13 | 10 5 3 0 44
JARDIN MIS PRIMERA GUASMO SUR: CDLA. SAN FELIPE MZ.
ILUSIONES 3297 S.11A CARMEN CORTEZ 089193359 15 0 0 0 0 0 0 15
GUASMO SUR, UNION DE BANANEROS
NUEVA CIMIENTE BLOQUE # 4 SOLAR 14 MARTHA AMARILIS NIEVES CEDENO 2507278 0 8 8 12 | 16 | 16 | 15 | 75
ABDON CALDERON 43 A DOS CUADRAS
ESTUDIA POR TU ECUADOR DE LA IGLESIA SANTA MARIANITA MARIA LUISA GOMEZ BRIONEZ 0 0 18 | 18 | 25 | 16 | 16 | 16 | 109
GUASMO CENTRAL: COOP. LOS
ULTIMOS SEREMOS LOS PRIMEROS
REY SALOMON MZ.J S. 24-26 MIRVAN GRANADOS 086883731 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 15 | 135
COOP. AUTORIDAD PORTUARIA MZ. 8 LCDA. ANGELA JARAMILLO
24 DE DICIEMBRE V.2 MARIDUERA 2333011 17 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 197
CDLA. SOPENA, ZONA COMUNAL, LCDA. BLANCA MARTINEZ DE 2496945 2425281 -
DOLORES SOPENA FRENTE A LA IGLESIA CABRERA 082984136 0 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 240
AV. 25 DE JULIO Y CALLEJON NICOLAS
SAGRADA FAMILIA MESTANZA LCDA. FATIMA KUFFO 2440070-2304099 84 | 92 | 83 | 91 | 89 | 87 | 78 | 604
MONSEROR NESTOR SECTOR FERTISA: COOP. SANTIAGO
ASTUDILLO ROLDOS AGUILERA MZ. 11 S. 1 TOMALA POZO CARLOS VICENTE 2483341 - 2503483 47 | 47 | 47 | 62 | 63 | 86 | 64 | 416

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

[TOTAL | 18.097|




ANEXO 4

FORMULARIO DE PREGUNTAS ENCUESTA-PRODUCTO DIRIGIDA A NINOS
Nombre:

Nombre de la escuela:

Fecha:

Hora:

Sexo: Hombre Mujer
Pregunta No. 1: ¢Cudles son las golosinas que usted consume con frecuencia

durante el recreo?

Frutas
Lacteos
Alimentos tipo Snacks
Colas
Cereales

Comida
Pregunta No. 2: ¢De ser snacks su comida favorita en el recreo, cual es el que

mas prefieres?

1. Tostitos 6. Doritos
2. Nachos 7. Cheetos
3. Ryskos 8. K-chitos
4. Ronditos

5. Tornaditos
Pregunta No. 3: ¢En qué rango de edad te encuentras?

De 5 a 8 afios
De 8 a 10 afios
De 10 a 12 afios

De 12 o mas afios

Pregunta No. 4: ¢Con que frecuencia compran este tipo de golosinas?

Una vez por dia
Mas de una vez por dia

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.



ANEXO 5

FORMULARIO DE PREGUNTAS ENCUESTA-PRODUCTO DIRIGIDA A DUENOS
DE BAR
Nombre:

Nombre de la escuela:

Fecha:

Hora:

Pregunta No. 1: ¢ Cudles son las golosinas mayormente demandada por los

nifos?

Bocaditos de maiz
Gaseosa
Cereales
Embutidos
Salchipapas

Pregunta No. 2: ¢En su bar se permite vender todo tipo de comida chatarra?

Si
No

Pregunta No. 3: ¢ Desearia usted que en su bar se expendan snacks que brinden
beneficios nutricionales a los nifios?

Si
No




ANEXO 6

Técnica ELISA

El procedimiento del analisis de la muestra se los describe en los siguientes

pasos.

1. Se retiré un pocillo de mezclado marcado en rojo por cada muestra que
se analizé mas 4 pocillos marcados de color rojo para los controles y se coloco

en el soporte de pocillo.

2. Se retird la misma cantidad de pocillos con revestimiento de anticuerpo.
Se Marco un extremo de la tira reactiva con un ‘1’ y se coloco en el soporte de

pocillos con extremo marcado a la izquierda.

3. La cantidad de pocillos de anticuerpos que no se utilizé inmediatamente
se guardo al paquete de papel metélico con desecante. Se sell6 el paquete de
papel metalico y se colocd una cinta adhesiva para proteger el anticuerpo

contra la luz y polvo.

4. Antes de proceder con el andlisis, se mezclé cada reactivo agitandolo
enérgicamente el frasco. Con una micropipeta de 100 ul de punta desechable,
se colocé 100 ul de conjugado (frasco con etiqueta azul) en cada pocillo de
mezclado. Se purgo la boquilla de la pipeta antes de transferir los 100 pl a los
pocillos succionando el liquido en la boquilla y se regres6 de nuevo al frasco
una o dos veces. Después de haber colocado los 100 ul de conjugado en

cada pocillo la punta se desecho.



5. Mediante una nueva punta de pipeta para cada uno, se transfirio 100 ul
de controles (frascos con etiqueta amarilla) y las muestras a los pocillos de

mezclado marcados en rojo.

6. Con una pipeta de 12 canales, se mezclo el liquido de los pocillos
piteandolo hacia arriba y hacia abajo tres veces. Se transfiri6 100 ul a los
pocillos con revestimiento de anticuerpo. Se desechd los pocillos de mezclado

marcados en rojo.

7. Se mezclo el liquido de los pocillos (5min, 25°C), se desliz6 el soporte de
pocillos hacia atrds y hacia adelante sobre una superficie plana, se tuvo

cuidado en no salpicar la solucion fuera de los pocillos.

8. Se invirtié los pocillos de anticuerpos para vaciar su contenido. Con una
pizeta con agua destilada, se llené cada uno de los tubos de anticuerpos y se
invirtio el contenido. Se repiti6 este paso de lavado cinco veces. Se invirtié la
gradilla con los pocillos sobre una toalla de papel hasta eliminar toda el agua

de lo pocillos.

9. Se utilizé la micropipeta para colocar 100 ul de sustrato procedente del
frasco con etiqueta verde en cada pocillo. Se mezclo el liquido de los pocillos
(5min, 25°C) deslizando la gradilla con los pocillos hacia adelante y atras sobre
una superficie plana. Se tuvo cuidado en no salpicar la solucién fuera de los

pocillos.

10. Se transfirid 100 yl del reactivo ‘Red Stop” (frasco con etiqueta roja) en
cada pocillo. Se mezclé deslizando la gradilla con los pocillos hacia adelante y
atras durante 15 segundos. Se tuvo precaucion de no derramar solucion de los

pocillos.



11. Se pas6 papel toalla por el fondo de los pocillos y se realizé la lectura
con un lector de pocillo de 650 nm dentro de los 20 minutos siguientes a la
adicion de la solucién de bloqueo roja. Se eliminé las burbujas de aire, porque
podrian perjudicar los resultados analiticos. El lector lee los resultados de

aflatoxina B1 en ppb.

Las extracciones fueron realizadas, acorde a las instrucciones del productor
(Neogen Corp.) suministrada con los kits de prueba cuantitativo Veratox. 25 gr
de la muestra de maiz pre tratado se mezclaron con 125 ml al 70% de una
solucién metanol-agua. Las muestras se agitaron en una licuadora industrial (5
min, 260 rpm) a temperatura ambiente y filtrada. El tiempo de contacto entre las
muestras y el solvente fue de 45 minutos. El filtrado fue aplicado al analisis de

ELISA.

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.



ANEXO 7
Triptico (pag. 1)

Nunca permitir que este ti-

RECOMENDACIONES

Los snacks, panes y los cerea-
les se los debe guardar en or-
deny en envases secos y lim-
pios.

No dejar las fundas de snacks

abiertas por mucho tiempo y

luego consumirlas o guardarlas.

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.

po de productos se llenen
de humedad
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Triptico (pag. 2)

= Consejos para pequeiios consumidores
¢Es esta tu comida favorita DEBES EVITAR A través de sustancias
en el recreo? Consumir un alimento que venenosgsillamadas micer

toxinas se puede produ-
cir deterioro en nuestro
godonosa de colores, ya que higado.

presente una estructura al-

tienen hongos.

Estas micotoxinas pueden
producir enfermedades
como el cdncer ohhhhhh

Los Snacks deben ser con-

sumidos en buen estado.
Los panes, los cereales, los Noooo.

snacks pueden poseer hon-
gos, los cuales se presentan

en varios colores.

Elaborado por: Evelyn Rodriguez y Marcelo Vizcarra, 2012.



ANEXO 8

Curva de Calibracion del equipo
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