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3. RESUMEN

Para realizar el estudio de la presencia de ocratoxina en el “chocolate de hoja”
comercializado en la ciudad de Cuenca se recolectaron en diferentes tiempos 87 muestras
expendidas en los mercados “Feria Libre” y “Diez de Agosto”; este producto es elaborado
por cuatro proveedores. Para la determinacidén de ocratoxina se utilizd un método de Elisa
Conjugado. El limite maximo permitido fue tomado de la disposicidon brasilefia “Disp&e
sobre limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos (RESOLUCAO N2 7,
DE 18 DE FEVEREIRO DE 2011)".

Los resultados obtenidos mostraron que el 1,15%, de las muestras (1 muestra de 87)
registrd ausencia de ocratoxina, que el 3,4% se encuentra dentro del limite maximo de la
norma (5 ppb) y el 96,6% esta fuera de norma, con lo que queda demostrado el insuficiente
control en poscosecha de cacao y fabricacion de chocolate en la zona de estudio.

4. PALABRAS CLAVE

Ocratoxina, cacao artesanal, OTA.



ABSTRACT

During the study of the presence of ochratoxin in “chocolate slabs” that are
commercialized in the city of Cuenca, we collected 87 samples from the
markets “Feria Libre” and “Diez de Agosio”. In order to determine the
existence of ochratoxin we employed the Elisa Conjugated method. We
applied the Brazilian Standard “Dispde sobre limites maximos tolerados
(LMT) para micotoxinas em alimentos (RESOLUCAO N° 7, DE 18 DE
FEVREIRO DE 2011)”.

The results showed that 1, 15% of the samples had absence of ochratoxin
and 96, 6% are out of the standard, which shows that the control process
after cocoa harvesting is insufficient.
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6.  INTRODUCCION
La Ocratoxina A (OTA) (Cog H1g Og NCI) es una molécula formada por un anillo de 3,4-

dihidrometil isocumarina unido, por medio de su grupo carboxilo y través de un enlace tipo
amida, a una molécula de fenilalanina (fig. 1). OTA es una molécula muy estable, incolora,
soluble en disolventes organicos polares, poco soluble en agua, con caracteristicas de &cido
débil y capaz de emitir fluorescencia al ser excitada con luz ultravioleta. Detectada por
primera vez en muestras de maiz africanas, es considerada un metabolito secundario téxico
producido por especies de hongos filamentosos superiores de los géneros Penicillium y
Aspergillus, capaces de crecer sobre una amplia gama de sustratos organicos (Ravelo-
Abreu et al., 2011).

Los cereales, en humanos, y los piensos, en animales, constituyen las principales fuentes
de exposicion alimentaria, aunque también pueden encontrarse niveles notables de
contaminacion en otros alimentos. Los granos de café verde, la carne y sus derivados, las
uvas, el vino, las pasas e higos secos, el chocolate, las legumbres, la cerveza y las
especias, constituyen fuentes dietéticas a considerar sélo en caso de altas ingestas. Otras
fuentes no convencionales de OTA son el té, las infusiones, el regaliz, el aceite de oliva y
los alimentos infantiles a base de cereales. Esta toxina ha sido implicada en la incidencia de

enfermedades al rifion en algunas localidades asiaticas (Carlileet al., 2001).

Las practicas agricolas y las condiciones medioambientales (humedad y temperatura)
durante el almacenamiento y el transporte afectan de forma directa a los niveles de OTA en
los alimentos. Asimismo, se ha demostrado que una alta actividad de agua favorece la

produccion de OTA en los alimentos (A. Ravelo Abreu, 2011).
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Fig. 1.—Estructura quimica de la OTA.
(A. Ravelo Abreu, 2011)

6.1 Hongos productores de OTA y condiciones de crecimiento

Las Ocratoxinas son producidas por especies de Aspergillus, especificamente A. ochraceus,
el cual crece preferentemente en sustratos de café y cacao, en zonas tropicales. Penicillium
verrucosum se desarrolla en climas mediterraneos, creciendo en cereales como la cebada.
Los valores minimos de actividad agua necesarios para que los hongos puedan producir
OTA estan en el intervalo 0,83-0,9.A 24° C los valores de actividad agua 6ptimos se sitGian
entre 0,95-0,99. A un valor 6ptimo de actividad agua A. ochraceus puede producir OTA a
temperaturas entre 12-37°C, y P. verrucosum entre 4-31°C.(Carlileet al., 2001).

6.2 Toxicidad de la Ocratoxina

La OTA ha sido implicada en un rango amplio de efectos toxicologicos, que incluyen
toxicidad renal, mutagenicidad, teratogenicidad, neurotoxicidad e inmunotoxicidad, en
humanos y animales. Basados en estudios epidemiol6gicos y en animales, la Agencia
Internacional de Investigacion contra el Cancer (IARC) ha clasificado a esta micotoxina en la
categoria 2B, es decir, como posible carcindgeno humano (O’Brien y Dietrich, 2007).

La exposiciona alimentos contaminados con OTA se ha relacionado con evidencias
epidemiolégicas de cancer testicular debido a la formacién de aductos con el ADN inducidos
por la accién de este genotdxico. Los biomarcadores urinarios de OTA ofrecen mejor
resultados frente a la exposicién de OTA que los niveles detectados en plasma.

La toxicidad aguda de la OTA presenta variaciones interespecificas. La DLsgpor via oral
presenta un intervalo entre 20-50 mg/kg en ratas y ratones, y entre 0,2-1mg/kg en perros,
cerdos y pollos, que son las especies mas sensibles. Los sintomas de una intoxicacion
aguda consisten en pérdida de peso, poliuria, polidipsia, hemorragias multifocales en los
principales 6rganos y trombos de fibrina en los 6rganos de mayor actividad metabdlica

(bazo, cerebro, higado, rifién y corazén), asi como nefrosis y necrosis hepaticas.
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La toxicidad crénica de la OTA se traduce en una nefropatia intersticial en los animales de
granja (pollos y cerdos) conocidas como nefropatias porcinas y aviares. La OTA constituye,
ademas, el principal factor determinante del desarrollo de tumores en el tracto urinario en el
hombre y de la “Nefropatia endémica de los Balcanes”, presentando gran incidencia en las
regiones del sudeste de Europa(Bosnia, Serbia, Croacia, Bulgaria y Rumania), y
caracterizada por ser una grave afeccion histopatoldégica que cursa con una neuropatia
tibulo-intersticial progresiva, que deriva en atrofia tubular y fibrosisperiglomerularl6,
produciendo dafios similares a los observados en animales. Finalmente, algunos autores
apuntan que individuos en estado de malnutricién son especialmente sensibles a los efectos
adversos de las micotoxinas. (A. Ravelo Abreu, 2011)

6.3 Toxicocinéticay toxicodinamicade la OTA

La OTA se absorbe en el tracto gastrointestinal, y pasa a la circulacion sistémica,
detectandose en sangre y tejidos. Las concentraciones mas altas se detectan enlosa
o6rganos de mayor actividad metabdlica como rifion, higado, misculo y grasa. Durante su
distribucion, la OTA tiene una alta capacidad de fijacion a las proteinas plasmaticas, y
presenta una semivida de eliminacion larga, con valores en el cerdo de 72-120 horas y en el
hombre 840 horas (35 dias), siendo la fraccion libre de toxina < 0,2%13-15. Tanto la OTA
como sus metabolitos se excretan por via renal y hepatobiliar. También se han observado
niveles de OTA en las secreciones lacteas lo cual constituye un riesgo para el recién nacido
afectandolo de manera directa en su crecimiento y desarrollo. Un caso excepcional es el de
los rumiantes ya que la OTA no es excretada por via l4ctea debido a su previa degradacién
por accion de la microflora del rumen. El metabolismo de Ocratoxina A genera derivados
hidroxilados (4-OH-OTA y 10-OH-OTA) y productos de conjugacion con glutation (fig. 2). La
OTA puede actuar como sustrato de la enzima fenilalanina hidroxilasa dando lugar como
producto final a la Tyr-OTA que es metabolizado a 4R/S-hidroxitirosin-OTA y otros
metabolitos.
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Los principales mecanismos de accién de la Ocratoxina A mediante los cuales ejerce su
toxicidad son:

- Alteracion sobre la respiracion celular: La OTA actia inhibiendo competitivamente la

actividad de la ATPasa, la succinato deshidrogenasa y la citocromo C oxidasa lo que genera
efectos similares a los producidos en una lesion celular, obteniendo como productos finales
radicales hidroxilados porperoxidacion lipidica.

- Alteracién de la sintesis de proteinas: Este mecanismo se produce a nivel post-

transcripcional por inhibicibn competitiva de la Phe-ARNt sintetiza. Estudios in vitro con
células renales demuestran un efecto inductor de la OTA sobre la caspasa y la
proteinkinasa que induce a la alteracion de la sintesis de ADN con sus consiguientes
lesiones.

- Secuestro _de calcio microsomal: Este mecanismo constituye una reaccion temprana y

ligada al fendbmeno de peroxidacion lipidica. Diversos estudios tanto in vitro como in vivo
demuestran que la OTA produce una inhibicion en el bombeo y captacion del calcio a través
del reticuloendoplasmatico del hepatocito. Experimentalmente, se ha demostrado que los
niveles de calcio descienden entre un 43,5% (al tratar ratas con 10 mg/kg p.c) y un 80% (al

tratar con 10 M de OTA en un cultivo de microsomas hepaticos de rata).
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6.4 Presenciade hongos productores de OTA durante el procesamiento de cacao
La producciéon mundial de cacao se estima en 3 592 000 toneladas (Jespersen, 2006) La
fermentacion es el estado principal en el procesamiento post-cosecha del cacao.
Generalmente se lo lleva a cabo de forma tradicional, mediante fermentacién espontanea.
Se inicia con colonizacion por levaduras, seguida por bacterias lacticas y acéticas, las
cuales son finalmente reemplazadas por bacilos aerébicos esporulados. (Mounjouenpou,
2008)

Se calcula que 4.5 billones de personas de la poblacion humana alrededor del mundo esta
expuestas a micotoxinas, las cuales pueden ser encontradas en climas templados y
continentales, incluyendo los trépicos (Weidenbérner, 2011). En una reciente investigacion
sobre el efecto de las micotoxinas en el ser humano realizado por R. Lazo y G. Sierra, los
autores concluyeron que, a partir de una investigacién de la presencia de micotoxinas en los
alimentos de consumo popular en la ciudad de Guayaquil, la contaminacién de los alimentos
por aflatoxinas era del 54%, por vomitoxina del 60%, por zearalenona del 59%, por toxina T-
2 del 60% vy por ocratoxina del 45%, generando en los pacientes estudiados
descompensaciones hemodindmicas y hasta muerte por fallo respiratorio. (IICA -
ECUADOR, 2011)

En observaciones realizadas en las zonas de estudio, donde se inicia el procesamiento del
cacao, se evidencié que el proceso de fermentacidon se desarrolla sin control de la
naturaleza y el nivel de crecimiento de los microorganismos responsables de la
fermentacion del cacao. Por este motivo, el presente estudio se enfoca a la determinacion
de OTA como resultado de la contaminacion del grano de cacao por hongos filamentosos
productores de esta toxina. A continuacion se describen los métodos utilizados en este

estudio, los resultados obtenidos y los alcances de la presente investigacion.
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7. CAPITULO I: MATERIALES Y METODOS

7.1 Obtenciéon de muestras de cacao artesanal.

Para el desarrollo de la presente investigacion se estimo analizar un total de 78 muestras.
El tamafio de muestra fue calculado considerando un universo finito, es decir contable y la
variable de tipo categérica. El tamafio del universo fue estimado en 96.Para estimar el
tamafio de muestra se aplicé la formula que se presenta a continuacion, con un margen de

error del 5% y un nivel de confianza de 99%.

N*Ejp*q
7= 2 2
AP (N -1+ 22 * p*y

Donde:

e N = Total de la poblacién

e Za= 1.96 al cuadrado (si la seguridad es del 95%)
e p = proporcion esperada (en este caso 5% = 0.05)
e (g=1-p(enestecaso 1-0.05=0.95)

e d = precision (en su investigacion use un 5%).

Fuente:( Anderson , 2008)

En el desarrollo de la investigacion se analizaron 87 muestras. Dado que el nimero de
unidades experimentales supera el tamafio de muestra calculado, el margen de error
disminuye a 3.3%.

FORMULA DE ESTIMACION DE LA MUESTRA (IDEAL)

(*) Universo | Muestra E'_'r°" de NiY9|

de Muestras (n) estimacion | confianza

(e) (0)

Minimo| 96 78 5% | 99%
Real| 96 87 33% | 99%

Dif. 9 1,7%
% 12%  34%

Fuente: Ing. Alfredo Bonilla

Elaboracion: Ing. Alfredo Bonilla
Fecha: febrero-2013
Tabla 3

Las muestras se recolectaron durante 15 semanas, obteniendo un estimado de 4 muestras
semanales en el mercado “Feria Libre” y de 2 muestras en el mercado “Diez de Agosto”.

El estudio de las primeras 43 muestras se realizd en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad del Azuay, conjuntamente con personal de NEOGEN Ecuador, mientras que el
analisis de las 44 muestras restantes se efectudé en los laboratorios de Neogen, lllinois,
Estados Unidos.
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Principios del ensayo de kit de ELISA Competitivo Directo.

Veratox para Ocratoxinas es un ensayo inmunoensimatico competitivo directo (CD-ELISA)
que permite al usuario obtener concentraciones exactasen partes por billon (ppb). Se
permite que la ocratoxina libre en las muestras y los controles compita con la ocratoxina
etiquetada con enzimas (conjugado) para los puntos de unién de anticuerpos. Después de
un paso de lavado, se agrega sustrato, el cual reacciona con el conjugadode union para
producir un color azul. Entre mayor es el color azul, es menor el nivel de ocratoxina . La
prueba se lee en un lector de micropozos para producir densidades Opticas de la muestra se
grafican comparandolas con la curva para calcular la concentracion exacta de ocratoxina.
(NEOGEN CORPORATION, 2011).

7.3

Determinacion de Ocratoxina por ensayo ELISA.

Las muestras obtenidas tal como se describe en 7.1 fueron analizadas con el fin de
determinar los niveles de ocratoxina presente en cacao artesanal. Para el efecto se utilizé
un kit Veratox ® (Lote, 25236; Fecha de expiracidn: Abril 10, 2013). El kit esta constituido

por:

NoooarwDdE

48 micropozos recubiertos con anticuerpos
48 pozos para mezclar

5 controles de ocratoxina de 0, 5, 10 y 25 ppb
Solucién conjugado HRP de ocratoxina
Solucién de Sustrato K-Blue

Solucion Detenedora (Red Stop)
Instrucciones para uso

La determinacién procedio segun el protocolo que se detalla a continuacién:

- Preparacién de muestras: 10 g de muestra fueron extraidos con 40 mL de metanol al
50% v/v. La muestra fue homogeneizada con la ayuda de una licuadora y filtrada por dos
veces. El filtrado fue empleado para el desarrollo de la prueba ELISA de determinacion de
ocratoxina.

- Prueba ELISA para la determinacion de Ocratoxina en cacao

Se presenta el procedimiento detallado para el desarrollo de una prueba de determinacion
de Ocratoxina en alimentos, segun las instrucciones provistas en el kit Veratox ®.

1. Retire 1 pozo de marcado con rojo para cada muestra que se va a probar, mas 5

pozos para controles marcados con rojo y coléquelos en el porta pozos.

. Retire un numero igual de pozos recubiertos con anticuerpos. Devuelva

inmediatamente los pozos de anticuerpo que no van a utilizarse al paquete del
papel metalizado con desecante. Marque un extremo de la tira con “1” y coloque
la tira de porta pozos con el lado marcado al lado izquierdo. No marque el interior
o el fondo de los pozos.

. Mezcle cada reactivo revolviendo su frasco de reactivo antes de usarlo.

. Coloque 100 ul de conjugado con frasco de etiqueta azul en cada pozo de mezcla

marcado con rojo.
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5. Utilice una punta de pipeta nueva para cada uno, transfiera 100ul de controles y
muestra a los pozos para mezclado marcados con rojo como se describe a

continuacion.

Tira 1l
0 2 5 10 25

Tira 2

Figura 1

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S17 0 S19

6. Utilizando una pipeta de 12 canales, mezcle el liquido de los pozos pipeteandolo
hacia arriba y hacia abajo 3 veces. Transferir 100 ul a los pozos recubiertos con el
anticuerpo. Mezcle deslizando hacia atras y hacia adelante el porta pozos sobre
una superficie plana durante 10-20 segundos sin salpicar los reactivos de los
pozos. Incube durante 10 minutos a temperatura ambiente (18-30°C).

Figura 2

7. Deseche los pozos marcados con rojo.

8. Agite para sacar el contenido de los pozos. Llene los pozos con agua destilada o
desionizada y descartelos. Repita 5 veces este paso, luego voltee los pozos hacia
abajo y golpee sobre una toalla de papel hasta que se retire toda el agua restante.

Fiaura 3

9. Vierta el volumen necesario de la solucién de sustrato del frasco que contiene
etiqueta verde a la cubeta de reactivo con etiqueta verde.

10.Puntas nuevas en la pipeta de 12 canales, cebe y pipetee 100 ul de sustrato
dentro de los pozos. Mezcle deslizando hacia atrds y hacia adelante sobre una
superficie plana durante 10-20 segundos.

11.Incube durante 10 minutos. Desechando el sustrato restante y enjuague con agua
la cubeta de reactivo.

12.Vierta la soluciéon detenedora del frasco con etiqueta roja dentro de la cubeta con
reactivo de la cubeta roja.
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13.Saque el excedente de sustrato de la pipeta de 12 canales, cebe las puntas y
pipetee 100ul de solucidn detenedora a cada pozo. Mezcle hacia atras y hacia
adelante sobre una superficie plana. Deseche las puntas.

14.Limpie el fondo de los micro pozos con un pafio o toalla seca y lea en un lector de
micro pozos con un filtro de 650 nm. Se debera eliminar las burbujas de aire, ya
que pueden afectar los resultados analiticos. Los resultados deben leerse dentro
de los siguientes 20 minutos luego de agregar la solucién detenedora.

Figura 4

15.Lea y calcule los resultados utilizando el lector de micropozos AwarenessStat-Fax
de Neogen o alguno equivalente. Si utiliza un lector EL301 u otro detector de
tira/placa, calcule utilizando el software Veratox de Neogen.

7.4 Validacion de latécnica de determinacion de Ocratoxina

Con el fin de establecer si los resultados obtenidos pueden tener dependencia con
la técnica de cuantificacién, se enviaron 44 muestras de cacao artesanal al
Laboratorio de Veratox, lllinois, USA. En este laboratorio se realizd la
determinacidn de OTA mediante pruebasTest Kitsusedtovalidate chocolate paste
Veratox ochratoxin lot 181303
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8. CAPITULO II: RESULTADOS.

8.1 Niveles de Ocratoxina en las muestras incluidas en el estudio

Resumen GENERAL de resultados: analisis de
ocratéxina.

Indicador

Valor méaximo @ 86,2 ppb

Valor minimo 0,0 ppb

Media 8 228 ppb

Méaximo permitido 5 ppb

Desviacion estandar 15,5

No. muestras 87

No. muestras que cumplen con la horma 3
3,4%

Fuente: Laboratorios Veratox (ILLINOIS - Estados Unidos). Laboratorio de
Microbiologia, Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del

Iélaboracién: Ing. Alfredo Bonilla
Fecha:
Tabla 4

febrero-2013

EL analisis de estos resultados se encuentran en el punto 9.1

8.2 Comparacion de los niveles de Ocratoxina entre los proveedores de cacao
artesanal.

Para establecer si existen diferencias significativas entre los promedios de ocratoxina segun

la proveniencia de las muestras, se realizé un analisis de varianza a un factor, comparando

los niveles de OTA agrupados por proveedor. A continuacion se presenta el cuadro de

ANOVA y el estadistico de Fisher calculado.

ANOVA A UN FACTOR. COMPARACION DE NIVELES DE OTA DE CACAO ARTESANAL POR
PROVEEDOR

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F p
Inter-grupos 335,461 3 111,820 0,458 0,712
Intra-grupos 20259,035 83 244,085
Total 20594,496 86
Tabla 5

EL analisis de estos resultados se encuentran en el punto 9.2
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8.3 Anélisis de la poscosecha de cacao de la zona sur del Ecuador.

En el recorrido realizado en las zonas de secado de cacao en la zona baja del canton
Pucard, en el sitio llamado San Sebastian, comiunmente conocido como el desierto del Rio
Jubones, donde se acostumbra a secar el cacao, se pudo observar que se realiza dicha
actividad con grandes cantidades de producto (alrededor de 100 qq.) y en las proximidades
de los carreteros como se evidencia en las fotografias, sin tener ninguna proteccion que

evite que el cacao sea humedecido con las aguas lluvias y contaminado.

Cuando comienza a llover se procede a recolectar el cacao manualmente, lo cual toma
mucho tiempo, dando lugar a que el mismo se moje, gane humedad y se incremente el
tiempo de secado; asi se generan las condiciones adecuadas para que se desarrolle el
crecimiento del Aspergillus Ochraseus, productor de ocratoxina.

Las condiciones de almacenaje no son las adecuadas ya que no llevan ningin control en

humedad, temperatura y condiciones basicas.

Figura 5: Condiciones de secado de grano de cacao en la zona del
desierto del Rio Jubones.

Se podria concluir que, mientras no exista una concientizacion real sobre la contaminacion
que sufre el cacao en dicho proceso, tanto en las autoridades de control cuanto en las
personas que realizan la poscosecha, seguird contaminandose de ocratoxina el cacao de

consumo local. Sin el compromiso de los involucrados, seguiremos en la misma situacion.

Considerando que en la cascara se encuentra alrededor del 50% de dicha micotoxina, es
importante recalcar que los productores de chocolate artesanal no cuentan con
procedimientos efectivos que permitan que en la etapa de descascarillado sea eliminado el
total de la cascarilla, pues al no hacerlo es causa de una mayor presencia de ocratoxina en

el producto final.

Figura 6: Bodega de almacenaje de
cacao de la Asociacion de Cacaoteros
Unién de Casacay
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9. CAPITULO Ill: DISCUSION

Los resultados obtenidos del presente trabajo de investigacion se analizaron considerando
las siguientes situaciones, en relaciéon a normas técnicas vigentes para los niveles de
ocratoxina en alimentos:

e Existe un vacio en la Norma Técnica Ecuatoriana para pasta de cacao, NTEINEN
623 ya que no contempla un parametro para el control de ocratoxina

e Para poder realizar el estudio se revisaron los limites de OTA contemplados en las
normas vigentes para cacao en Brasil.

e Brasil RESOLUCAO N° 7, DE 18 DE FEVEREIRO DE 2011(*) establecido 5 ug/kg
como nivel méximo para el contenido de OTA en los productos de cacao, incluido el
chocolate (ANVISAResolugdono7/2011).

9.1 Niveles de Ocratoxina en las muestras incluidas en el estudio

De la Tabla 2—observada en el capitulo 9-concluimosque el valor maximo permitido por las
norma en Brasil es de 5ppb, el porcentaje que cumple con lo requerido es un 3,4% de
muestras versus un 96.6% que no las cumplen. Se observa un indicador de desviacién
estandar extremadamente alto de 15,5, causado por un gran nimero de muestras con
resultados muy alejados del estandar (media).

9.2 RESULTADOS POR PROVEEDOR

El Analisis de Varianza realizado con los resultados obtenidos agrupados por proveedor
muestra que no existen diferencias significativas entre los niveles promedio de OTA entre
los grupos comparados. Esto implica que todos los proveedores expenden cacao con
niveles similares de ocratoxina. El andlisis fue realizado a un 95% de confianza ( p = 0.712)

9.3 Evidencias de incumplimiento de la Norma Brasilefia de niveles de OTA en
alimentos

Después del andlisis de los resultados se evidencian los siguientes hallazgos:

v Unicamente el 3,4% de las muestras analizadas cumplen con las normas existentes
en Brasil.
v Ninguno de los proveedores evaluados evidencian la aplicacion de sistemas

adecuados de control de ocratoxina en el ingreso de sus materias primas.

FEigura 7: granos de cacao
contaminados.
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9.4 NORMATIVA VIGENTE ECUATORIANA RELATIVA A LA CONTAMINACION CON
MICOTOXINAS EN ALIMENTOS.

Tomando en cuenta la toxicidad de la ocratoxina y la responsabilidad que tiene el estado
dentro de la Salud Publica, es necesario revisar la normativa vigente, aun mas al haberse
declarado por parte del Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIAP que “El cacao de

exportacién cumple con los parametros de inocuidad en el caso de ocratoxina A”.

La Constitucién del Ecuador claramente expresa -como muestra la grafica- en su Art. 13.-
“Las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y permanente a alimentos
sanos, suficientes y nutritivos...”, por lo tanto es responsabilidad del Estado ecuatoriano

cumplir y hacer cumplir con este mandato.

En virtud de esta orden constitucional, la Ley Organica de Régimen de la Soberania

Alimentaria cumple con lo exigido en su Articulo 24. Finalidad de la sanidad.- “La sanidad e

inocuidad alimentarias tienen por objeto promover una adecuada nutricion y proteccién de la
salud de las personas; y prevenir, eliminar o reducir la incidencia de enfermedades que se

puedan causar o agravar por el consumo de alimentos contaminados”,

Sin embargo, y entendiendo que las leyes se instrumentan mediante la aplicacién de
reglamentos y normas técnicas—como es el caso- del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion
en su NORMA TECNICA INEN 623 PASTA (MASA LICOR) DE CACAO no se considera el

control de ocratoxina dentro de su tabla de requisitos.

Por lo tanto, AGROCALIDAD siendo el organismo responsable del control poscosecha de
cacao, no cuenta con el procedimiento ni con los parametros concretos para el analisis de
ocratoxina, por ende su control es nulo, de esta forma el Instituto Nacional de Higiene y
Medicina Tropical (Leopoldo Izquieta Pérez) tampoco podria otorgar, mantener, suspender y
cancelar el Registro Sanitario, asi como su control post registro; sin embargo, el “chocolate
de hoja” comercializado en los mercados (“Diez de Agosto” y “Feria Libre”), casi en su

totalidad carecen de Registro Sanitario.

En suma, este vacio legal incumple el mandato constitucional observado anteriormente,
vulnerando de esta manera, los derechos irrenunciables de los consumidores, que
potencialmente y como efecto de la contaminacion de la ocratoxina podrian sufrir las

siguientes afecciones en su salud:

v Dafio hepatico, éseo y en algunos casos cardiaco y aun cerebral.

v Principalmente dafio nefrético (nefropatia endémica humana).
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10. CAPITULO IV: CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados, hallazgos obtenidos y el andlisis del control poscosecha de
cacao y su vinculacion con la normativa vigentes, se procedié a elaborar el siguiente analisis
—como muestra la grafica-de factores que constituyen la causalidad de la presencia de

ocratoxina en cacao en los locales comerciales de a los mercados de Cuenca.

Inadecuado
proceso de
recoleccion de
mazorcas de
cacao

Falta de control en el
proceso de secado
al sol

Deficiente proceso
para eliminacion de
cascarilla luego del
tostado

Presencia de
ocratoxina en 96,6% de
las muestras
pertenecientes a los
mercados de Cuenca Inexistente

control en el
almacenaje

No se efectlia a nivel
artesanal controles
de materia prima

Carenciade
Norma Técnica
que riga el
control de OTA.

No existe Registro
Sanitario en la mayoria de
"chocolate de hoja"
comercializado en la
ciudad de Cuenca

Figura 9: Causalidad de la presencia de ocratoxina en chocolate de hoja.
Fuente: Ing. Alfredo Bonilla.
Elaboracion: Ing. Alfredo Bonilla
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RECOMENDACIONES

A continuacion se presenta la siguiente matriz que define las estrategias de intervencion,
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indicadores y entidades responsables para cada una de las causas que permiten la

presencia de ocratoxina en el “chocolate de hoja”:

ESTRATEGIAS DE INTERVENCION RECOMENDADAS:

Cuenca

INDICADOR EN
No| CAusas EI?\‘TTREARI/EEi'CA%EE RESPONSABLES | COORDINACION
GESTION IMPACTO CON:

1 | Inadecuado Mejoramiento de manejo | No. Ndmero de MAGAP: INIAP. Organizaciones
proceso de poscosecha, a través de | productores quintales de de cacaoteros,
recoleccién la aplicacion de capacitados. cacao con Gobiernos
de mazorcas | programas de niveles Auténomos
de cacao capacitacion en la permitidos Descentralizado

cosecha, acopio 'y de s (Municipios y
transporte de mazorcas ocratoxina Prefecturas).
de cacao. en funcién
— de la norma
Implementacion de un No. internacional | MAGAP:
manual de buenas productores (hasta AGROCALIDAD
practicas agricolas aplicando contar con
vinculado a la buenas norma
eliminacion de practicas técnica
ocratoxina. agricolas. propia).

2 | Faltade Implementacién de una No. MAGAP: INIAP
control en el | guia de secado de Productores
secado al cacao. capacitados.
sol del
cacao Implementacioén de un No.

manual de buenas productores
practicas agricolas aplicando
vinculado a la buenas
eliminacién de practicas
ocratoxina. agricolas.

3 | Inexistente Determinacion de los No. MAGAP: INIAP
control en el | pardmetros adecuados Comerciantes
almacenaje para el alimacenaje de aplicando
de cacao. cacao en gano seco. parametros

1 — adecuados

4 Implementacion de un para el

me}nqal de bqenas almacenaje de
practicas agricolas cacao en gano
vmcpladp ala seco.
eliminacion de

ocratoxina.

5| Carenciade | Coordinacion Norma Numero de Instituto Coordinacion
control de interinstitucional Técnica quintales de | Ecuatoriano de interinstitucional
ocratoxina (Ministerio de Comercio Ecuatoriana cacaoy sus Normalizacion. (Ministerio de
en Norma Exterior, INEN que derivados Comercio
Técnica Industrializacién, Pesca integre el con niveles Exterior,
Ecuatoriana | y Acometividad y el parametro permitidos Industrializacion,

Instituto Ecuatoriano de | Para el control | de ) Pescay
Normalizacién) que de ocratoxina ocratox!r)a Competitividad e
permitan normalizar los | €h cacaoy en funcion INEN).
limites aceptables de sus derivados. Qe la norma
ocratoxina. internacional

(hasta

6 | No existe Determinacion de los Instituto contar con Instituto Coordinacion
Registro parametros de para el nacional de norma Nacional de interinstitucional:
Sanitario otorgamiento de higiene y técnica higiene y Instituto
para la Registro Sanitario, enfermedades | propia). enfermedades Nacional de
mayoria de previo coordinacién con tropicales tropicales Higiene y
chocolates el Instituto Ecuatoriano Leopoldo Leopoldo Enfermedades
de hoja de Normalizacién. Izquieta Pérez Izquieta Pérez. Tropicales
comercializa Leopoldo
dos en la Izquieta Pérez e
ciudad de INEN.




Bonilla 16

INDICADOR EN
No| CAusas E”S\ITTEARI/EE?\IQ%IEE ] RESPONSABL | - 0RrpINACION
GESTION IMPACTO ES CON:

7 | No existe a Implementacion de un No. No. Departamento | Gerencia de la
nivel laboratorio para control de | controles de | muestras de control de empresa.
artesanal calidad de materias calidad de chocolate de | calidad de la
controles de | primas. materias hoja sin empresa.
materia primas contaminaci
prima. realizados. 6n por

— ocratoxina.

8 | Deficiente Implementar el No. lotes de Departamento
proceso procedimiento adecuado produccién de Producciéon
para la para la mejora de aplicando el
eliminacién descascarillado, que evite | procedimient
de la contaminacion de o adecuado
cascarilla ocratoxina. de mejora
después del de
tostado descascarill

ado.

Fuente: Ing. Alfredo Bonilla.
Elaboracioén: Ing. Alfredo Bonilla
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13.  ANEXOS

13.1 Disposicion brasilefia “DispGe sobre limites maximos tolerados (LMT) para
micotoxinasem alimentos (RESOLUCAO N° 7, DE 18 DE FEVEREIRO DE 2011)”.

13.2 NTEINEN 623.

13.3 Resultados de kit Veratox de ocratoxina del Laboratorio de Microbiologia,
Facultad de Cienciay Tecnologia de la Universidad del Azuay.

13.4 Resultados de validacién de ocratoxina de laboratorios Veratox, lllinois,
Estados Unidos.
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13.1 Disposicion brasilena “Dispode
sobre limites maximos tolerados (LMT)
para micotoxinasem alimentos
(RESOLUCAO N2 7, DE 18 DE
FEVEREIRO DE 2011)”.



Bonilla 22

ADVERTENCIA

Este texto ndo substitui o publicado no Didrio Oficial da Unido

Ministério da Saade
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
RESOLUC}AO N° 7, DE 18 DE FEVEREIRO DE 2011(*)

Disp6e sobre limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de VigilAncia Sanitaria, no uso da
atribuicdo que Ihe confere o inciso IV do art. 11 do Regulamento aprovado pelo Decreto n°.
3.029, de 16 de abril de 1999, e tendo em vista o disposto no inciso Il e nos 8§ 1° e 3° do
art. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo | da Portaria n°. 354 da Anvisa,
de 11 de agosto de 2006, republicada no DOU de 21 de agosto de 2006, em reuniao
realizada em 15 de fevereiro de 2011,

Adota a seguinte Resolucdo da Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente
Substituto, determino a sua publicacéo:

Art. 1° Fica aprovado o Regulamento Técnico sobre limites méaximos tolerados
(LMT) para micotoxinas em alimentos, nos termos desta Resolucgéo.

Art. 2° Este Regulamento possui o0 objetivo de estabelecer os limites maximos para
aflatoxinas (AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e AFM1), ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol
(DON), fumonisinas (FB1 + FB2), patulina (PAT) e zearalenona (ZON) admissiveis em
alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias- primas, conforme os Anexos |,
I, Ill e IV desta Resolucgéo.

Paragrafo Gnico. Os limites méximos tolerados referem-se aos resultados obtidos
por metodologias que atendam aos critérios de desempenho estabelecidos pelo Codex
Alimentarius.

Art. 3° Este Regulamento aplica-se as empresas que importem, produzam,
distribuam e comercializem as seguintes categorias de bebidas, alimentos e matérias
primas:

| - amendoim e seus derivados;

Il - alimentos a base de cereais para alimentacao infantil (lactentes e criangas de
primeira infancia);

Il - café torrado (moido ou em gréo) e soluvel,

IV - cereais e produtos de cereais;
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V - especiarias;

VI - frutas secas e desidratadas;

VIl - nozes e castanhas;

VIII - améndoas de cacau e seus derivados;
IX - suco de maca e polpa de maca;

X - suco de uva e polpa de uva,

XI - vinho e seus derivados;

XIlI - féormulas infantis para lactentes e férmulas infantis de seguimento para
lactentes e criancas de primeira infancia;

XIII - leite e produtos lacteos, e
XIV - leguminosas e seus derivados.

Art. 4° Os niveis de micotoxinas deverdo ser tdo baixos quanto razoavelmente
possivel, devendo ser aplicadas as melhores préaticas e tecnologias na producao,
manipulacdo, armazenamento, processamento e embalagem, de forma a evitar que um
alimento contaminado seja comercializado ou consumido.

Art. 5° No caso de produtos ndo previstos no art. 3° desta Resolucéo e que sejam
produzidos a partir de ingredientes com limites estabelecidos na forma dos Anexos deste
Regulamento, que forem desidratados ou secos, diluidos, transformados e compostos, 0s
limites méaximos tolerados devem considerar as proporcdes relativas dos ingredientes no
produto, concentracao e diluicdo em relacdo aos limites estabelecidos para os ingredientes.

§ 1° Na hipétese do "caput" deste artigo, o interessado sera notificado para fornecer
informacdes relativas a proporgcdo dos ingredientes no produto, bem como aos fatores
especificos de concentragéo e diluigdo, caso seja necessario.

§ 2° A ndo apresentacdo das informa¢des mencionadas no § 1° no prazo de 10
(dez) dias, ou sua inadequacédo, ensejara conclusao com base nos dados disponiveis.

Art. 6° Os limites méaximos tolerados se aplicam a parte comestivel dos produtos
alimenticios em questao, salvo especificacdo em contrario.

Art. 7° O descumprimento das disposi¢cbes contidas nesta Resolucdo constitui
infragdo sanitaria, nos termos da Lei n°. 6.437, de 20 de agosto de 1977, sem prejuizo das
responsabilidades civil, administrativa e penal cabiveis.

Art. 8° Ficam revogadas a Resolugcdo CNNPA n° 34, de 1976, publicada no D.O.U.
de 19/01/1977, e a Resolugcdo RDC n° 274, de 15 de outubro de 2002.

Art. 9° Sdo concedidos prazos para aplicacdo dos limites méaximos tolerados
estabelecidos nos anexos desta Resolucéo, tendo em vista a necessidade de adequacéo do
setor produtivo, com excec¢édo dos limites estabelecidos no Anexo I.
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Art. 10. Os Limites Maximos Tolerados (LMT) estabelecidos para as Micotoxinas e
as respectivas categorias de alimentos especificadas no Anexo Il entrardo em vigor em 1°
de janeiro de 2012.

Art. 11. Os Limites Maximos Tolerados (LMT) estabelecidos para as Micotoxinas e
as respectivas categorias de alimentos especificadas no Anexo Ill entrardo em vigor em 1°
de janeiro de 2014.

Art. 12. Os Limites Maximos Tolerados (LMT) estabelecidos para as Micotoxinas e
as respectivas categorias de alimentos especificadas no Anexo IV entrardo em vigor em 1°

de janeiro de 2016.

Art. 13. Esta Resolucdo e seu Anexo | entram em vigor na data de sua publicacao.

DIRCEU BRAS APARECIDO BARBANO

ANEXO |
Aplicacdo Imediata

LIMITES MAXIMOS TOLERADOS (LMT) PARA MICOTOXINAS

Micotoxinas Alimento LMT (ug/kg)
Aflatoxina M1 Leite fluido 0,5
Leite em p6 5
Queijos 2,5
Aflatoxinas B1, | Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, 5
B2, G1, G2 incluindo cevada malteada
Feijao 5
Castanhas exceto Castanha-do-Brasil, incluindo nozes, 10
pistachios, avelds e améndoas
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20
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Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10
Castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior 15
Alimentos a base de cereais para alimentacéo infantil (lactentes 1
e criangas de primeira infancia)
Férmulas infantis para lactentes e férmulas infantis de 1
seguimento para lactentes e crian¢as de primeira infancia
Améndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado, 20
incluindo pimentas, pimenta em pg, pimenta decaiena e
pimentédo-doce); Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta branca
e a pimenta preta) Myristica fragrans(noz-moscada) Zingiber
officinale (gengibre) Curcuma longa (curcuma). Misturas de
especiarias que contenhamuma ou mais das especiarias acima
indicadas
Amendoim (com casca), (descascado, cru ou tostado), pasta de 20
amendoim ou manteiga de amendoim
Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado, moido), 20
farinhas ou sémolas de milho

Ocratoxina A Cereais e produtos de cereais, incluindo cevada malteada 10
Feijao 10
Café torrado (moido ou em gréo) e café solavel 10
Vinho e seus derivados 2
Suco de uva e polpa de uva 2
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado, 30
incluindo pimentas, pimenta em pd, pimenta decaiena e
pimentdo-doce) Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta branca e
a pimenta preta) Myristica fragrans(noz-moscada) Zingiber
officinale (gengibre) Curcuma longa (curcuma) Misturas de
especiarias que contenhamuma ou mais das especiarias acima
indicadas
Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil (lactentes 2
e criancas de primeira infancia)
Produtos de cacau e chocolate 50
Améndoa de cacau 10
Frutas secas e desidratadas 10
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Desoxinivaleno | Arroz beneficiado e derivados 750
| (DON)
Alimentos a base de cereais para alimentagéo infantil (lactentes 200
e criangas de primeira infancia)
Fumonisinas Milho de pipoca 2000
(B1+B2)
Alimentos a base de milho para alimentacéo infantil (lactentes e 200
criancas de primeira infancia)
Zearalenona Alimentos a base de cereais para alimentacéo infantil (lactentes 20
e criangas de primeira infancia)
Patulina Suco de maca e polpa de macé 50

ANEXO I - Aplicagdo em janeiro de 2012 LIMITES MAXIMOS TOLERADOS (LMT) PARA

MICOTOXINAS
Micotoxinas Alimento LMT (pg/kg)
Desoxinivaleno | Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de 2000
| (DON) trigo, farelo de arroz, grao de cevada
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e 1750
produtos de panificacéo, cereais e produtos decereais exceto
trigo e incluindo cevada malteada
Fumonisinas Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, canjica, 2500
(B1+B2) canjiquinha
Amido de milho e outros produtos a base de milho 2000
Zearalenona Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de panificacéo, 200
cereais e produtos de cereais exceto trigo e incluindocevada
malteada
Arroz beneficiado e derivados 200
Arroz integral 800
Farelo de arroz 1000
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e subprodutos a 300
base de milho
Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo 400

ANEXO llI- Aplicagdo em janeiro de 2014 LIMITES MAXIMOS TOLERADOS (LMT) PARA

MICOTOXINAS

Micotoxinas

Alimento

LMT (ng/kg)
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Ocratoxina A Cereais para posterior processamento, incluindo grdo de cevada 20
Desoxinivalenol | Trigo e milho em gréos para posterior processamento 3000
(DON)

Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de 1500
trigo, farelo de arroz, grao de cevada
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e 1250
produtos de panificacdo, cereais e produtos decereais exceto trigo e
incluindo cevada malteada.

Fumonisinas Milho em gréo para posterior processamento 5000

(B1 + B2)
Zearalenona Milho em gréo e trigo para posterior processamento 400

ANEXO IV - Aplicagdo em janeiro de 2016 LIMITES MAXIMOS TOLERADOS (LMT) PARA

Micotoxinas Alimento LMT (pna/kg)
Desoxinival Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo, 1000
enol (DON) farelo de arroz, grdo de cevada
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e produtos 750
de panificacéo, cereais e produtos decereais exceto trigo e incluindo
cevada malteada.
Fumonisina Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, canjica, canjiquinha 1500
s (B1+B2)
Amido de milho e outros produtos a base de milho 1000
Zearalenon Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de panificacéo, cereais e 100
a produtos de cereais exceto trigo e incluindocevada malteada.
Arroz beneficiado e derivados 100
Arroz integral 400
Farelo de arroz 600
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e sub-produtos a base 150
de milho
Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo 200
MICOTOXINAS

(*) Republicada por ter saido, no DOU n° 37, de 22-2-2011, Secdo 1, pag. 72, com
incorrecdo no original.
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13.2 NTEINEN 623



Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, INEN - Casilla 17-01-3999 — Baquerizo Moreno E8-29 y Almagro — Quito-Ecuador — Prohibida la reproduccion

CDU: 663.92 A —1\ Al 02.06-405
Norma Técnica PASTA (MASA, LICOR) DE CACAO INEN 623
Ecuatoriana
Obligatoria REQUISITOS 1988-06
1. OBJ ETO

1.1 Esta norma establece los requisitos que debe cumplir la pasta de cacao para fabricacion industrial

de productos de cacao y chocolate para consumo humano.

2. ALCANCE

2.1 Esta norma comprende Unicamente la pasta de cacao proveniente del grano de cacao.

3. TERMINOLOGIA

3.1 Parta de cacao. Es el producto obtenido por la desintegracion mecanica de granos de cacao adecua-
damente fermentados y secos que previamente hayan sido sometidos a limpieza, descascarado y tostacion,
practicamente exentos de toda clase de impurezas.

3.2 Pasta de cacao soluble. Es la pasta de cacao que ha sido sometida a proceso adecuado de solubilizaciéon

y/o alcalinizacién.

4. DISPOSICIONES GENERALES

4.1 La pasta de cacao debera elaborarse bajo condiciones sanitarias apropiadas, con semillas de cacao sanas,
limpias, adecuadamente fermentadla, descascan liadas y desgerminadas, exentas, de acuerdo a las tolerancias
vigentes, de residuos de plaguicidas u otras sustancias toxicas.

4.2 La pasta de cacao soluble podra tratarse, durante su manufactura, con agentes alcalinizantes, como
hidréxidos, carbonatos o bicarbonatos de sodio, potasio, magnesio o amonio, siempre que en cualquier caso
no excedan de un equivalente de 3,5 % expresado como carbonato de potasio anhidro, calculado sobre
base seca y desengrasada, y con agentes neutralizantes como acido fosférico, en la dosis maxima de 0,25 %
expresado como anhidro fosférico, acido citrico y acido tartarico en la dosis maxima de 0,50 %, solos o
combinados calculados sobre la masa total del producto.

4.3 La pasta de cacao debe estar exenta de toda clase de materias vegetales de otra procedencia (féculas,
harinas, dextrinas) grasas animales o vegetales y semillas extrafias. Ademas, no se debera agregar cascarilla
de cacao, sustancias inertes, colorantes, conservantes u otros productos extrafios a su composicion

natural.

4.4 La pasta de cacao no debe contener su composicion ninguna sustancia mineral, excepto los residuos

de la solubilizacién, si ésta tiene lugar.

(Continua)
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4.5 Debera estar libre de fragmentos de insectos, pelos de roedor, particulas organicas y otros productos

extrafios a su composicidn, de acuerdo a las tolerancias vigentes,

4.6 Para fines de exportacion, a la pasta de cacao se permitira también denominarle masa de cacao, licor de

cacao, chocolate no edulcorado o chocolate amargo.

5. REQUISITOS DEL PRODUCTO

5.1 La pasta de cacao sometida a ensayos, de acuerdo a las normas ecuatorianas correspondientes, debera
cumplir con los requisitos establecidos en las Tablas 1y 2.

TABLA 1. Requisitos para pasta de cacao

REQUISITOS Unidad Minimo Maximo Método de Ensayo
Grasa % 48 54 INEN 535
Humedad % — 3 INEN 1 676
Almidon natural de cacao % 8,5 9,0 INEN 636
Fibra cruda % - 4,7 INEN 534
Cenizas totales % — 7.5 INEN 533
alcalinizada
5 normal

TABLA 2. Requisitos microbiolégicos

REQUISITOS UNIDAD MAXIMO METODO DE ENSAYO
Mohos y levaduras u.f.c*/g 100 INEN 1 529
Coniformes u.f.c*/g 10 INEN 1 529
E. Coli u.f.c*/g 1 INEN 1 529
Salmonella u.f.c*en 25g 0 INEN 1 529
u.f.c. = unidades formadoras de colonias

2.
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6. ETIQUETADO Y ENVASADO

6.1 Envasado.

6.1.1 El material del envase debe ser resistente a la accién del producto de manera que no altere su compo-

sicon y su calidad organoléptica.

6.2 Rotulado.

6.2.1 Los envases deberan llevar un rétulo visible, impreso o adherido con caracteres legibles, redactados en
castellano; Unicamente con proposito de exportacion se permitird la redaccion en otro idioma y llevara la

informacién minima siguiente, (ver Norma INEN 1 334);

a) nombre del producto,

b) nombre y marca del fabricante,
o
d
e

identificacion del lote,
contenido neto en unidades del Sistema Internacional, S,

)
)
)
) pais de origen,

f) norma técnica INEN de referencia.

6.2.2 La comercializacion de este producto cumplird con lo dispuesto en las Regulaciones y Resoluciones

dictadas, con sujecion a la Ley de Pesas y Medidas.
7. INSPECCION
7.1 El muestreo debe realizarse de acuerdo a la Norma INEN 537.
7.2 Enla muestra extraida se efectuaran los ensayos indicados en el numeral 5.1 y 5.2 de esta norma.

7.3 Si la muestra ensayada no cumple con uno o mas de los requisitos establecidos en el numeral 5.1 y 5.2

de esta norma se extraerd una nueva muestra y se repetiran los ensayos.

7.4 Si alguno de los ensayos repetidos no cumpliere con los requisitos establecidos se rechazara el lote

correspondiente.
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APENDICE Z

Z.1 NORMAS A CONSULTAR

INEN 533 Cacao (Productos derivados). Determinacion de la ceniza total.

INEN 534 Cacao (Productos derivados). Determinacion del contenido de fibra cruda.

INEN 535 Cacao (Productos derivados). Determinacion del contenido de grasa.

INEN 537 Cacao (Productos derivados). Maestreo.

INEN 636 Cacao (Productos derivados). Determinacion de/almidén (Método enzimatico).

INEN 1 676 Productos derivados de cacao. Determinacion de fa humedad o pérdida por calentamiento.

Z.2 BASES DE ESTUDIO

Codex Alimentarius, Normas del Codex Alimentarius para productos del Cacao y Chocolate, Volumen VII,
FAO-OMS. Roma 1982.

Codex Alimentarius, Normas del Codex Alimentarius para productos del Cacao y Chocolate, Suplemento 1
al Codex Alimentarius, Volumen Vil, FAO-OMS. Roma 1983.

Norma ICONTEC 486 (Primera Revision). Industrias Alimentarias Masa o Pasta o Licor de Cacao.
Instituto Colombiano de Normas Técnicas, Bogota, 1982.

Manual del Ingeniero en la Industria Alimentaria, Editorial Técnica, Bucarest.

Caracteristicas termofisicas de los productos alimenticios, lliescu Gheorghe, Editorial Técnica, Bucarest
1982.

Chocolate Production and Use. By L. Russell Cook Revised by Dr. E. H. Meursing, Harcourt Brace.
Javonovich. Inc., New York, 1982.
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INFORMACION COMPLEMENTARIA

Documento: TITULO: PASTA (MASA, LICOR) DE CACAO. REQUISITOS  Cédigo:
NTE INEN 623 AL 02.06-405
ORIGINAL: REVISION:

Fecha de aprobacion anterior por Consejo Directivo
Oficializacion con el Caracter de

por Acuerdo No. de

publicado en el Registro Oficial No.  de

Fecha de iniciacion del estudio:

Fecha de iniciacion del estudio:

Fechas de consulta publica:

Por solicitud de Instituciones publicas y de la empresa privada, y considerando la necesidad de establecer
requisitos de calidad a la pasta (masa, licor) de cacao, la Direccién General dispuso la elaboracion de esta
norma.

Subcomité Técnico: AL 02.06 Productos del Cacao

Fecha de iniciacion: 1987-10-27
Integrantes del Subcomité Técnico:

NOMBRES:

Sr. Pier Giorgio Gaggini (Presidente)
Dra. Magdalena Baus (Vicepresidente)
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Ing. Eduardo Ricou
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Sr. Miguel Marchan

Dr. Jorge Sotomayor

Sr. Guillermo Olgieser
Sr. Roberto Olgieser
Ing. Nicolas Fuentes

Sr. Wilson Torres
Ing. Marco Narvaez B.

Ing. Norma Santamaria (Secretaria Técnica)

Fecha de aprobacion: 1988-02-23

INSTITUCION REPRESENTADA:

FERRERO DEL ECUADOR
MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
INEDECA-NESTLE

INHMT — GUAYAQUIL

INH — QUITO

MICIP

INDECSA-COLCACAO
INEDECA-NESTLE

LA UNIVERSAL S.A.

INDUSTRIALES- AGROINSA
CORPORACION DE EXPORTADORES
DE CACAO

FABRICA BIOS Cia. Ltda.

FABRICA BIOS Cia. Ltda.

PROGRAMA NACIONAL DEL CAFE Y
DEL CACAO

MINISTERIO DE FINANZAS

INEN

INEN

Otros tramites:

El Consejo Directivo del INEN aprob¢ este proyecto de norma en sesion de 1988-06-27

Oficializada como: OBLIGATORIA
Registro Oficial No. 978 de 1988-07-14

Por Acuerdo Ministerial No. 295 de 1988-07-06
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13.3 Resultados de Kit Veratox de
ocratoxina del Laboratorio de

Microbiologia, Facultad de Ciencia
y Tecnologia de |la Universidad del

Azuay.
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13.4 Resultados de validacion de
ocratoxina de Laboratorios
Veratox, lllinois, Estados Unidos



CORPORATION

Technical Service — Residues 1/29/2013

Alfredo Bonilla J Chocolate paste validation for Ochratoxin Kits

Objective:

Several chocolate paste samples were sent in for OTA validation.

Discussion:

The Veratox OTA, test kids used to validate chocolate paste.

10 grams of the sample are analyzed under the protocol enclosed in the kit. The pH of the filter sample

does not need to be adjusted.
It is possible to analyze 2 samples in triplicate in the kits Q+ and Veratox grain.

Results:
Veratox Ochratoxin lot: 181303
Raw Data Raw Data
sample ID |EXT# | Raw Data (ppb) EXT# | (ppb) EXT# | (ppb)
1 11.4 11 14.5 21 324
CHOCOLATE 2 16.7 12 10.7 22 16.4
PASTE 3 11.7 13 13.4 23 11.4
4 9.1 14 29.4 24 21.8
5 19.4 15 32.5 25 23.5
6 29.3 16 34.8 26 9.7
7 17.5 17 21.4 27 23.5
8 17.5 18 33.9 28 384
9 19.1 19 22.6 29 26.8
10 21.7 20 25.4 30 12

Chocolate Paste Ochratoxin Validation |January 29, 2013




Raw Data
EXT# | (ppb)
31 26.5
32 28.5
33 22.1
34 14.3
35 17.4
36 24.8
37 21.3
38 22.4
39 31.3
40 19.3
41 20.5
42 23.6
43 34.6
44 25.1

Conclusion:

Allthe Chocolate paste samples showed high levels for Veratox OTA, Veratox Grain and Q+OTA, the
extraction of the sample is difficult, less than 50% because of the color concentration.

We do not recommend the used of the protocol of the Kid for this samples, please ask for technical
assistance if you need to analyze it.

Technical Service — Residues

NEOGEN Corporation

620 Lesher Place . lansing.MI 48912 USA
WWwWWw.neogen.com
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