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RESUMEN

Las aflatoxinas son un grupo de micotoxinas generadas por hongos del género Aspergillus, que
en determinadas condiciones de temperatura y humedad pueden proliferar, contaminando
piensos y alimentos para consumo humano. Entre las mds importantes desde el punto de vista
de la seguridad alimentaria se encuentran las aflatoxinas B1 y B2 (producidas por A. flavus y A.
parasiticus), las aflatoxinas G1y G2 (producidas por A. parasiticus) asi como las aflatoxinas M1y
M2, productos del metabolismo de las aflatoxinas B1 y B2 respectivamente, que son excretados

en la leche de los rumiantes tras la ingesta de piensos contaminados.

Debido a su termorresistencia y estabilidad, la aflatoxina M1 también se encuentra en los
productos lacteos elaborados con leche contaminada por esta toxina. Asimismo, algunos
estudios han evidenciado, en el caso del queso, un aumento de la concentracién en funcion de
la variedad, las tecnologias utilizadas en su procesado y la cantidad de agua eliminada durante
el mismo. Es por ello que, para evaluar el riesgo de exposicion a AFM1, es necesario igualmente
conocer la contaminacion de los productos lacteos por esta micotoxina. En este trabajo se ha
planteado como objetivo general evaluar la contaminacién por AF M1 en muestras comerciales

de quesos con diferentes caracteristicas.

Las muestras se han analizado siguiendo un método previamente validado en nuestro
laboratorio, basado en el acondicionamiento de las muestras, seguido de una etapa de
extraccion de la aflatoxina M1 con disolventes organicos y posterior purificacion del extracto
utilizando columnas de inmunoafinidad (Vicam, IAC aflaM1™M). Por ultimo, s se ha llevado a
cabo una determinacidn del contenido de aflatoxina M1 mediante cromatografia liquida de ultra

resolucion (UPLC), acoplada a un detector de fluorescencia (FLD).

Se analizaron un total de 61 muestras, de las cuales, se detecté presencia de aflatoxina M1 en
33 de ellas, lo que supone un 54,10% del total de muestras. Estas muestras contenian una
concentracion de entre 8,05 y 470,70 ng/kg de queso de toxina, lo que confirma la necesidad de

la realizacidn de controles para evaluar la presencia de AFM1 en productos lacteos.



ABSTRACT

Aflatoxins are a group of mycotoxins produced by fungi of the genus Aspergillus, which can
proliferate under certain temperature and humidity conditions, contaminating feed and food for
human consumption. Among the most important from a food safety perspective are aflatoxins
B1 and B2 (produced by A. flavus and A. parasiticus), aflatoxins G1 and G2 (produced by A.
parasiticus), as well as aflatoxins M1 and M2, which are metabolic products of aflatoxins B1 and
B2 respectively, excreted in the milk of ruminants after ingesting contaminated feed. Due to its
heat resistance and stability, aflatoxin M1 is also found in dairy products made from milk
contaminated with this toxin. Moreover, some studies have shown that in the case of cheese,
the concentration increases depending on the variety, the technologies used in processing, and
the amount of water removed during processing. Therefore, to assess the risk of exposure to
AFM1, it is also necessary to know the contamination of dairy products by this mycotoxin. The
general objective of this work was to evaluate the contamination of AFM1 in commercial cheese

samples with different characteristics.

The samples were analyzed following a method previously validated in our laboratory, based on
the conditioning of the samples, followed by an extraction stage of aflatoxin M1 with organic
solvents and subsequent purification of the extract using immunoaffinity columns (Vicam, IAC
aflaM1™M). Finally, the determination of the aflatoxin M1 content was carried out by ultra-high-

performance liquid chromatography (UPLC), coupled to a fluorescence detector (FLD).

A total of 61 samples were analyzed, of which aflatoxin M1 was detected in 33, representing
54.10% of the total samples. These samples contained a concentration of between 8.05 and
470.70 ng/kg of cheese toxin, confirming the need for controls to assess the presence of AFM1

in dairy products.



1. INTRODUCCION

1.1. Micotoxinas
Las micotoxinas son compuestos téxicos producidos de forma natural por el metabolismo
secundario de algunos tipos de mohos perteneciente fundamentalmente a los géneros
Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Estos mohos pueden crecer en numerosos alimentos, tales
como cereales, frutas desecadas, frutos secos, semillas oleaginosas y especias, especialmente
en entornos calidos y himedos. Su crecimiento puede tener lugar tanto antes como después de

la cosecha, durante las etapas del almacenamiento y el procesado (OMS, 2023).

De entre las mds de trescientas micotoxinas descritas, debido a su frecuencia de aparicién y a

sus efectos adversos sobre la salud humana y animal, se destacan las siguientes:

Aflatoxinas: metabolitos secundarios téxicos producidos principalmente por especies de
Aspergillus, como A. flavus y A. parasiticus. Estas micotoxinas son conocidas por su potente
actividad carcinogénica y han sido asociadas con el desarrollo de hepatocarcinoma en humanos

y animales.

Ocratoxina: La ocratoxina A es producida por hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium y
puede contaminar una variedad de alimentos, incluyendo granos, uvas y productos carnicos. El
efecto mas sensible y notable es el dafio renal, pero la toxina también puede tener efectos en el

desarrollo fetal y el sistema inmunitario.

Zearalenona: producida principalmente por especies de Fusarium y puede contaminar granos,
especialmente maiz. Esta micotoxina tiene propiedades estrogénicas y puede causar trastornos

reproductivos en animales.

Deoxinivalenol (DON): producida por diferentes especies de Fusarium, y puede encontrarse en

cereales como trigo, cebada y avena. Esta micotoxina puede tener efectos inmunosupresores y

gastrointestinales en animales y humanos.

Las micotoxinas pueden encontrarse en diversos productos agricolas y alimentos, influenciadas
por factores como la humedad, temperatura, pH, composicion de la matriz del alimento y
presencia de esporas de moho. Debido a su estabilidad y resistencia a procesos industriales
como el secado y la molienda, no es posible asegurar su ausencia en los alimentos, aunque se
puede incidir en la prevencion y el control con el fin de mantenerlas por debajo de los limites
maximos que marca la legislacidn. Las micotoxinas no se eliminan con el procesado o cocinado
de los alimentos, por lo que es esencial mantener una gestidn estricta en toda la cadena de

produccidn y almacenamiento de alimentos (AESAN, 2024).



1.2. Aflatoxinas

Las Aflatoxinas (AF) son metabolitos secundarios bioactivos que pertenecen a la clase de los
policétidos producidos principalmente por ciertas cepas de Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus y Aspergillus. En la imagen 1 se puede observar la estructura quimica de algunas de
las AF mas conocidas, que son las AFB1, AFB2 (del grupo B), AFG1, AFG2 (del grupo G), AFM1y
AFM2 (metabolitos de las AFB1 y AFB2 respectivamente) (Marti Solé, Alonso Espadalé y Constans
Aubert, 1994).

o]

o o
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Imagen 1: Estructura quimica de aflatoxina B1, aflatoxina B2, aflatoxina G1 y aflatoxina G2.

Fuente: Carvajal, 2013.

La denominacién de B y G viene dada por la capacidad de emitir fluorescencia bajo la luz UV: B,

color azul (Blue) y G, color verde (Green) (Cano-Sancho et al., 2010).

Por otro lado, la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) clasifica las
aflatoxinas B1, B2, G1, G2 y M1 en el Grupo 1 como carcinogénicas para los humanos (IARC,

2012).

Las principales especies productoras de aflatoxinas, A. flavus y A. parasiticus, crecen a
temperaturas que oscilan entre 10-12 °Cy 42-43 °C, con una temperatura éptima de crecimiento
de 32-33 °C, y de sintesis de aflatoxinas entre 12 y 40 °C (ICMSF, 1996). La actividad de agua

(Aw) 6ptima para su crecimiento es de 0,99, siendo su limite mas bajo registrado de 0,80-0,83.

Aungue ambas especies crecen en un amplio rango de pH de entre 2 y 10, la produccion de

aflatoxinas para A. parasiticus oscila entre pH 3y 8, con un pH éptimo cercano a 6. En el caso de



A. flavus, se encuentra en un pH entre 2 y 11, con un pH dptimo alrededor de 7,5 (Pitt y

Miscamble, 1995).

Uno de los productos agricolas mas susceptibles a la contaminacién con aflatoxinas son los
cereales como maiz, trigo y cebada. Segun los datos mundiales recogidos por la empresa de
alimentacién animal Biomin, en 2018 detectd que un 67% las muestras de productos
destinados a la alimentaciéon animal contenian al menos una micotoxina, dato que
disminuye al 47% en las muestras donde se encontraron como minimo dos micotoxinas. ELl
maiz en grano era el cereal con mayores concentraciones de AF, con un 18% de muestras
positivas. En el caso de otros cereales destinados a consumo animal (trigo, cebada, avena,
arroz, sorgo y mijo) este porcentaje disminuye a un 11%. (Biomin World Mycotoxin Survey,

2014y 2018).

En productos destinados a la alimentacién animal (materias primas y piensos) se han establecido
limites maximos de aflatoxina B1 en piensos compuestos para vacas lecheras es de 5 ug/kg

(Directiva 2002/32/CE).

A consecuencia de la ingesta de piensos contaminados por AFB1 y AFB2, como consecuencia se
puede encontrar AFM1 y AFM2 en la leche excretada de animales, como vacas, ovejas y cabras

(Santos Pereira et al., 2019).

La tasa de transferencia de aflatoxinas desde el pienso (AFB1) a la leche (AFM1), depende del
nivel de contaminacién, la cantidad ingerida, la duracién de la exposicion, el tipo de alimentacion
y el metabolismo, entre otros factores. La EFSA ha estimado que la tasa de transferencia de
aflatoxinas de las raciones del ganado bovino a la leche es del 1-2% como media, aunque en
ganado de alta productividad puede aumentar hasta el 6% o mas (EFSA, 2004). Sin embargo, en
ganado ovino, Bodas et al (2023) observaron valores de 0,23% en raza Assaf, mientras que

Battacone et al (2012) describieron valores de 0,17% en ovejas de raza sarda.

Las aflatoxinas actlan en las personas igual que en los animales, ligandose al ADN, ARN vy
proteinas, alterando sus sintesis. Cuando se ingieren en grandes cantidades producen vomitos,
diarrea, hemorragias, abortos y muerte. Cuando son ingeridas en bajas concentraciones por
tiempo prolongado ocasionan inmunosupresién, mutagénesis, teratogénesis y diferentes

carcinomas siendo el hepatico el mas comun (Carvajal, 2013).



1.3. Aflatoxina M1
La aflatoxina M1 (AFM1) es el principal metabolito

hidroxilado generado en el higado después de la exposicion
a AFB1. Investigaciones desarrolladas por Kuilman et al.
(2000) descubrieron que AFM1 era el metabolito mas

destacado formado dentro de las primeras 2 a 8 h de

incubacién de AFB1 en hepatocitos bovinos. Imagen 2: Estructura quimica de Aflatoxina M1.

. . , Fuente: Arimboor, 2023.
En el caso de la leche de oveja, un estudio mostré que la

AFM1 aparece en la leche pasadas 12 horas de la ingestién de AFB1, y que una vez cesa el aporte
de AFB1, la concentracion de AFM1 desciende rapidamente, dejando de detectarse pasados 2-3
dias (Battacone et al, 2012). En cambio, en un estudio realizado en ovejas de raza assaf (Bodas
et al., 2023) se detectd un descenso de hasta el 90% de los niveles de AFM1 en la leche en las

primeras 24 horas desde el cese de la ingesta de AFB1.

Debido a los casos observados de aflatoxicosis, la AFM1 en la leche adquiere un papel importante
dentro de las causas mas probables de su desarrollo (Govati et al., 2015). Ademas, puede inducir
mutaciones genéticas, dafos en el ADN, anomalias cromosémicas y transformacion celular en

células de mamiferos in vitro (Prandini et al., 2009).

La exposicion a AFM1 también se puede producir por el consumo de productos lacteos ya que,
debido a la estabilidad de esta micotoxina, se puede seguir detectando en los productos
elaborados a partir de leche que ya la contenia, pero siendo susceptible a posibles cambios en

su concentracion.



1.4.AFM1 en Queso
Segun el Real Decreto 1113/2006 el queso se define como: “producto fresco o madurado, sélido
o semisolido, obtenido de la leche, de la leche total o parcialmente desnatada, de la nata, del
suero de mantequilla o de una mezcla de algunos o de todos estos productos, coagulados total
o parcialmente por la accién del cuajo u otros coagulantes apropiados, antes del desuerado o
después de la eliminacidn parcial de la parte acuosa, con o sin hidrdlisis previa de la lactosa,
siempre que la relacion entre la caseina y las proteinas séricas sea igual o superior a la de la

leche.”

Como se puede observar en la Imagen 3, las etapas basicas en la elaboracién del queso son las

siguientes (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion en 2024):

Recepcion de Coagulacion
materias primas y (acida, enzimatica Corte de la cuajada Desuerado
almacenamiento 0 mixta)
Maduracion Prensado y salado Moldeado Agitacion
Envasado y

. Almacenamien
etiquetado acenamiento

Imagen 3: Etapas bdsicas de elaboracion del queso.

Ademas, se pueden llevar a cabo una serie de etapas complementarias a este proceso, como son
el tratamiento térmico o el aumento de la temperatura en el desuerado, el lavado del grano de

cuajada o el prensado.

Para su clasificacion, se pueden establecer varios criterios de diferenciacién segun origen de la

leche, mezcla de leches utilizadas para su elaboracidn, tiempo de maduracion...

Uno de los criterios de clasificacion, es el que se establece segln sea su maduracién y que esta

descrito en el Real decreto 1113/2006:

e Queso fresco: es el que estd dispuesto para el consumo al finalizar el proceso de

fabricacion.



Queso blanco pasterizado: es aquel queso fresco en el que el codgulo obtenido se
somete a un proceso de pasterizacidon, quedando dispuesto para el consumo al finalizar
su proceso de fabricacion.
Queso madurado (tierno, semicurado, curado, viejo y afiejo): es el que, tras el proceso
de fabricaciéon, requiere mantenerse durante cierto tiempo a una temperatura y en
condiciones tales que se produzcan los cambios fisicos y quimicos caracteristicos del
mismo. Tiempo minimo de maduracién para cada tipo de queso:

- Tierno: 7 dias

- Semicurado: 20 dias (peso<1.5 kg)- 35 dias (>1.5 kg)

- Curado: 45 dias (peso<1.5 kg)- 105 dias (>1.5 kg)

- Viejo: 100 dias (peso<1.5 kg)- 180 dias (>1.5 kg)

- Afiejo: 270 dias
Queso madurado con mohos: es aquel en el que la maduracién se produce,
principalmente, como consecuencia del desarrollo caracteristico de mohos en su
interior, en la superficie o en ambas partes. Dicha denominacién podra sustituirse por la

de «queso azul» o «queso de pasta azul», cuando corresponda.

Por otro lado, la clasificacién también se puede establecer segun el contenido de agua en el

queso desnatado (Cddex Alimentarius, 1978; Decision de la Comision 97/80/CE), o MFFB, de sus

siglas en inglés “Moisture content of fat-free basis”. Este dato se obtiene a través de la siguiente

formula:

Peso del contenido en agua del queso
CAQD (%) = ( : ) 0
Peso total del queso — materia grasa en el queso

Dicha clasificacién de los quesos en funcién de su porcentaje de agua en el queso desnatado
(CAQD) se muestra en las tablas 1y 2:

CAQD (%) Denominacidn segun CAQD (%)  Denominacién segtn grado
firmeza de maduraciéon

<47 Extradura <47 Maduro
[47-55) Dura [47-55) Madurado con moho
[55-62) Semidura [55-62) No maduro/Fresco
[62-67) Semiblanda [62-67)

>67 Blanda >67 En salmuera

Fuente: Decisién de la Comisién 97/80/CE.



A la hora de hablar del nivel de contaminaciéon del queso por AFM1, este va a depender de
multitud de factores, entre los que se encuentran: el grado de contaminacién y calidad de la
leche empleada, el tipo de queso, las estrategias tecnoldgicas empleadas durante el proceso de
fabricacién, cantidad de suero eliminado durante el procesado, temperatura de cuajado, tamano
del grano tras el corte de la cuajada, tiempo de prensado de la cuajada y, también, de la

metodologia empleada para la cuantificacién (Campagnollo et al, 2016).

Piva et al. (1988) analizaron muestras provenientes de Francia, Alemania e Inglaterra y
obtuvieron un 19,50%, 26,50% y 53,50% de muestras positivas, respectivamente; detectando
hasta 250 ng/kg de queso en dos de las muestras. En el caso de Montagna et al. (2018), de 265
muestras analizadas, se detecté AFM1 en un 16,6% de ellas: el 31,3% de muestras de queso de

ovejay cabra, el 27,2% de muestras de queso de vaca y el 12,8% de muestras de queso de oveja.

Durante la elaboracién del queso, la AFM1 presente en la leche puede sufrir cambios por dilucion
o concentracion debido al proceso productivo, maduracidn u otros factores. Para poder estimar
la concentracién final de esta toxina en el producto final, diversos autores han estudiado los
distintos factores de concentracion aplicables a cada tipo de queso en funcidén de sus
caracteristicas. Se establecieron factores para los quesos elaborados a partir de leche de vaca
que iban desde 3 para quesos de pasta blanda, 4 para pasta semiblanda, 5 en el caso de pasta
semidura y 6 para los quesos de pasta extradura. En el caso de los quesos elaborados con leche
gue no provenga de ganado bovino, se establecieron dos factores de enriquecimiento, 3 para los
quesos de pasta blanda y 5,5 para los quesos de pasta dura (Ministerio de Salud Italiano, 2019;

Stella et al., 2023).

No solo se encontraron distintos factores de concentracidn segun la firmeza, sino que, en el caso
del estudio realizado por Pecorelli et al. (2019), estudiaron la evoluciéon de la concentracién a lo
largo de la maduracién del queso. Este estudio determiné este factor como la relaciéon entre la
concentracion de toxina en queso en relacién con la concentracion en leche, el cual se evalud en
las muestras a los 7, 15, 39 y 45 dias de maduracidn. Se determiné que, en un queso con 7 dias
de maduracion, el factor de concentracién era de 4,70 (+ 0,30), a los 15 dias permanecia en 4,66

(£ 0,41), alos 30 dias ascendia hasta 5,12 (+ 0,41) y a los 45 dias era de 5,16 (+ 0,37).



1.5.Prevencidn y control de aflatoxinas
Dentro de las medidas que pueden ayudar a controlar y reducir la exposiciéon a las AF en
alimentos, algunas de ellas se centran en desarrollar buenas practicas agricolas, como el control
de plagas y enfermedades en los cultivos, el uso de semillas de alta calidad que permitan una

mayor resistencia a infecciones y la adecuada gestién y almacenamiento de la cosecha.

El control de plagas debe realizarse implementando medidas para controlarlas, evitando que
dafien los cultivos y favorezcan el crecimiento de hongos productores de aflatoxina. Se estan
estudiando técnicas posibles a implementar como es el uso de cepas de A. flavus no
aflatoxigénico que compita con los productores de AF evitando su desarrollo y su posterior

produccidn de aflatoxinas (Ojiambo et al., 2018; Jallow et al., 2021; Ouadhene et al., 2024).

Un punto importante dentro de la prevencidn de AF es la correcta gestidn en etapas posteriores
a la cosecha, basadas en el control de la humedad, almacenando los cereales y piensos en
condiciones adecuadas, es decir, secos, evitando tanto la humedad excesiva como la luz solar
directa, ya que los hongos productores de aflatoxina tienden a crecer en condiciones de alta
humedad. Ademas, de la deteccién de AF en los cereales, piensos y alimentos, y la posterior

eliminacion de aquellos que contengan niveles elevados de estas toxinas.

En caso de detectar la presencia de estas toxinas, se ha estudiado la posibilidad de afiadir
absorbentes de micotoxinas a los piensos de alimentacién animal, como aditivo dentro de la
formulacién del alimento (Blandon Martinez, 2011). Aunque una variante a esta medida que
también estd en estudio es la degradacion de las AF a través de una descontaminacion por

bacterias y hongos que las metabolicen (Arimboor, 2023).

En un estudio elaborado por Jallow et al. (2021), destacan la importancia de, ademas de
implementar medidas sobre los cultivos, usar modelos predictivos de aparicion de AF con el fin
de poder actuar de forma mas eficaz. Tampoco olvida la importancia que tiene la concienciacion
que se debe crear en los distintos eslabones implicados en la elaboracidn y distribucion de
alimentos contaminados con la toxina, desde los agricultores, distribuidores, superficies de venta

y todos los implicados.

A la hora de hablar del marco legal que recoge la regulacidn de los limites maximos establecidos
para las AF en leche y productos lacteos, se encuentra que existe regulacion para la leche y los
alimentos infantiles y dietéticos para usos médicos especiales para lactantes. En el caso de leche
cruda, leche tratada térmicamente y leche para la fabricacién de productos lacteos se ha

establecido un limite maximo de 0,050 pg/kg, en el caso de preparados para lactantes,

10



preparados de continuacion y preparados para nifios de corta edad, este limite disminuye hasta

un limite maximo de 0,025 pg/kg (Anexo | del Reglamento (UE) n2 2023/915).

La legislacion europea no concreta ningun valor maximo para los limites maximos de AFM1 en
productos lacteos, pero existen paises donde se ha establecido un limite maximo para el queso.
En el caso de lItalia, se propuso una concentracion maxima de 250 ng/kg de queso en queso
fresco y 450 ng/kg de queso para quesos curados. En cambio, en Austria y Suiza se establece en
250 ng/kg de queso para todos los tipos de queso y en Paises Bajos disminuye a 20 ng/kg de
queso. (Vaz et al., 2020).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
La presencia de aflatoxinas supone un reto para la salud publica debido a los efectos adversos
qgue producen y a su elevada presencia en distintos alimentos. Es por eso que existe una
necesidad de conocer los niveles de exposicidon de la poblacidén a estos contaminantes, al igual

gue establecer medidas de prevencidn y control eficaces para mitigar este problema.

Entre los alimentos que contribuyen a la exposicidn a aflatoxinas, estan los productos lacteos en
los que se puede llegar a cuantificar AFM1 como consecuencia del procesado de leche ya
contaminada por la toxina. Esta contaminacién puede variar ademas en funcion del producto
elaborado y las etapas y procesos por lo que es un tema muy amplio ya que existen muchos

productos lacteos distintos.

El presente trabajo tiene como objetivo llevar a cabo una evaluacién de la contaminacion por
AFM1 en muestras comerciales de quesos de distintos tipos con el fin de aportar datos que

puedan contribuir a evaluar la presencia de AFM1 en productos lacteos comerciales.
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3. MATERIAL Y METODOS
Se evalud la contaminacién de diferentes tipos de queso que se encontraban a disposicion del
consumidor en distintos supermercados de Aragdn. Las muestras de queso se analizaron
mediante un procedimiento de andlisis que consta de 5 etapas principales: toma de muestra, de
preparacion de la muestra, extraccién mediante disolventes orgéanicos, purificacion del extracto

y, por ultimo, la determinacién final mediante cromatografia UPLC-FLD (ver imagen 4).
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Imagen 4: Etapas para el andlisis de AFM1 en muestras de queso.

Para realizar este ensayo se utilizé una metodologia de andlisis previamente optimizada y
validada en el laboratorio (Guillén, 2021), cumpliendo con los criterios de linealidad, exactitud y

sensibilidad establecidos en la legislacion (Reglamento de ejecucién (UE) 2023/2782).
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3.1.Toma de muestras

Se adquirieron 61 muestras de queso en diferentes establecimientos comerciales de la
comunidad auténoma de Aragén, de los cuales 33 procedian de queso fresco, 4 de queso
semicurado y 24 de queso curado. La mayoria de los quesos analizados se comercializaban en
cuias o porciones de entre 150 a 350 gramos, en menor medida, se analizaron quesos enteros
de pequeiio tamafio, de entre 400 y 550 gramos de peso. Solo 4 muestras procedian de quesos

denominados “para untar”.

Todas las muestras se codificaron y registraron en una tabla junto a la informacién detallada
sobre el tipo de muestra (untable/grado de curacidn), tipo de leche (especie), si estaban
elaborados a partir de leche cruda o pasteurizada, sus ingredientes, la marca o productor, el
origen geografico, el lote, el comercio donde se adquirié y un uUltimo apartado para detallar
informacion relevante que no se haya registrado en los apartados anteriores como pueden ser
caracteristicas de la corteza o condiciones de conservacion. Para mas informacion acerca de las

muestras ver Anexo |.

3.2.Preparacion de la muestra

Las muestras procedentes de queso semicuradoy curado se rallaron con un rallador manual
con el menor diametro posible (g 2mm). En las muestras procedentes de quesos de untar se
homogenizaron con una cuchara en el propio envase y posteriormente se cogid la muestra para
ser usada en el analisis. Las muestras preparadas y codificadas se conservaron en botes tipo

duquesa con tapa en congelacion a -20°C (* 1°C) hasta el momento del andlisis.

3.3.Extraccion

Para la extraccion, en un recipiente tipo Falcon de 50 mL (Deltalab, Rubi, Espafia), se combinaron
8 g de muestra, 2 g de NaCl (Chem-lab, Zedelgem, Bélgica), 22 mL de metanol HPLC (Chem-Ilab)
y 13 mL de agua ultrapura. La mezcla se homogeneizd en un vortex (Heidolph, Reax Top,
Schwabach, Alemania) durante 30 segundos y luego se trasladé a un agitador orbital (Heidolph,

MultiReax), agitandose a velocidad maxima durante 30 minutos.

Posteriormente, la muestra se centrifugd (Heraeus, Megafuge 1.0 R, Hanau, Alemania) a 4200
rpm durante 30 minutos y, una vez terminado el programa, se procedié a retirar la capa grasa
con una cucharilla de café desechable. Se recogieron 30 mL del sobrenadante en una probeta de
vidrio de 50 mL, junto a 60 mL de agua ultrapura se mezclé en un frasco topacio con el fin de

proteger las aflatoxinas de la luz solar.
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La mezcla se filtrd con un filtro de microfibra de vidrio (Whatman, CHM GF1-125, Maidstone,
Reino Unido) y el extracto obtenido se recogié en un matraz Erlenmeyer protegido de la luz para

su posterior purificacion.

3.4.Purificacion

—
Para llevar a cabo la purificacién, primero se ‘ i

debia montar el sistema de filtracién (Vicam,
Mildford, EEUU) mediante la conexion de las
jeringas de 60 mL y las bombas de vacio.
Posteriormente, se acondiciond la columna de
inmunoafinidad (Vicam, IAC aflaM1™) insuflando -~
aire con una jeringuilla hasta que la solucidn

tampon de la columna alcanzase la altura del

Imagen 5: Sistema de filtracion de AFM1.

relleno.

Luego, se acopld la columna a la jeringa de 60 mL equipada con una llave de paso/regulador de
flujo (Stopcock) y se vertieron 60 ml del extracto medidos con probeta. Se tapd la jeringa con el
tapdn de silicona (Silicon stopper) y se abrid la llave de paso/regulador de flujo. Acto seguido, se
puso en marcha la bomba a baja intensidad, se abrié la valvula de paso, y se paso el extracto a

través de la columna a un flujo de 1-2 gotas/segundo.

Posteriormente, se llend el espacio de cabeza con 20 mL de agua MilliQ, se tapd la jeringa y se

procedid a lavar la columna con los 20 mL de agua MilliQ a un flujo de 1-2 gotas/segundo.

Para la elucidon de la AFM1, se pasaron a través de la columna 1,25 mL acetonitrilo:metanol
(ACN:MeOH, 3:2) seguidos de 1,25 mL de agua MilliQ a un flujo de 1 gota cada 2-3 segundos,
recogiendo el eluato en un vial ambar de rosca de 4 mL. Después, se tomaron 1,2 ml de eluato
con una jeringa (Analisis vinicos, 2 cuerpos BD 2 mL, Ciudad Real, Espafia), se quitd la aguja
(Analisis vinicos, Microlance 1,2*40 mm, 18G), se colocé un filtro de 0,2 um (Agilent, Econofilter
PTFE 13 mm, California, EEUU) y se transfirieron a un vial de 2 ml con tapa precortada (con septo)
(Agilent), repitiendo este proceso para recoger el resto de la muestra y almacenandola en un vial

silanizado de 2 mL con tapa.

Las muestras purificadas, debidamente etiquetadas, se conservaron a -802C (+ 1°C) hasta el

momento de su analisis cromatografico.
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3.5.Determinaciéon cromatografica de AFM1 (UPLC-FLD)

La determinacién de AFM1 mediante cromatografia se realizé en un equipo Acquity UPLC Waters
equipado con un inyector automatico, un detector de absorbancia (Waters, PDA eA Detector,

Mildford, EEUU) y un detector de fluorescencia (Waters, 2475 MultiA Fluorescence Detector).

Se prepard la fase moévil constituida por una mezcla de agua milli-Q, acetonitrilo y metanol
(calidad HPLC, Chem-lab) en proporcion de 68:24:8. Luego, se acidificod la mezcla a un pH de 2
utilizando acido fosfdrico al 85% (Analar Normapur), empleando un pHmetro (Crison micropH

2002) para ajustar el pH.

Ademas, para hacer las rectas de calibracién, se prepararon soluciones patrén, a partir de una
solucion de patron comercial de AFM1 (Sigma-Aldrich Aflatoxin M1 solution) con una
concentracion de 523 ng/mL. Para ello, en primer lugar, se elaboré una disolucién intermedia,
en fase movil, de concentracidon 100 ng/mL. A partir de esta disolucién intermedia se elaboraron

las soluciones patrén de calibracién a concentraciones de 0,1, 0,5, 1,0, 2,5y 5,0 ng/mL.

Cada dia, previo a las determinaciones, se inyectaron las soluciones en el sistema cromatografico
para elaborar la recta de calibrado correspondiente. Tanto las soluciones patrén como las
disoluciones intermedias se guardaron en congelacion a -80°C (+ 1°C) en viales ambar para evitar

su degradacion.

La separacién cromatografica se realizé utilizando una columna (Waters, Acquity UPLC HSS T3)
de 150 mm de longitud, 2,1 mm de diametro y 1,8 um de tamafio de particula; todo ello a una
temperatura mantenida de 35°C durante la realizacion del ensayo. Se hizo circular la fase maovil

a un flujo contante de 0,2 mL/min en condiciones isocraticas.

Se utilizé un detector de fluorescencia durante el analisis, con Aexcitacién = 360 nm y Aemisién
= 440 nm, en el cual se inyectaron 15 pL de cada muestra, manteniendo la temperatura del

automuestreador a 5°C (+ 1°C).

Las muestras en las que se detecté AFM1 en concentraciones por encima del limite de deteccion

se analizaron por duplicado.

Asimismo, inicialmente y a largo del ensayo, se analizaron muestras “blancos de matriz” con el
fin de ver si existian interferencias procedentes de la matriz y de los reactivos utilizados durante
el analisis y muestras control para evaluar la recuperacién. Las muestras control se elaboraron

enriqueciendo muestras blanco patrdon hasta obtener una concentracidn final de 50 ng/kg y 250

ng/kg.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
A continuacién, se va a exponer los resultados obtenidos una vez realizado el analisis

previamente descrito en el apartado anterior.

Las condiciones de analisis establecidas permitieron determinar la AFM1 con un limite de

deteccion de 8,0 ng/kg.

En relacién con las muestras control, se verific6 que los porcentajes de recuperacion se
encontraban entre el 80% y el 100%, lo cual es un resultado valido seguin el Reglamento de
ejecucion (UE) 2023/2782 Asimismo, en el andlisis de las muestras en blanco no se detecté la

existencia de interferencias que pudieran afectar a los resultados.

En la imagen 6 se puede observar un cromatograma del blanco de fase maovil, patréon de AFM1,

muestra comercial contaminada con AFM1 y muestra comercial sin contaminar con AFM1 (<LD).

000 ofo” " T 1bo " 1o | 200 250’ 3bo sbo’ © " abo’ ~ abo 500’ s5o’  ebo 650 700 750  8bo b0 b0 90 1000
Minutes

Imagen 6: Cromatograma.@Queso comercial @ Queso comercial blanco,@Blanco fase mdévil, Spatrén AFM1.

Mientras que la imagen 7 muestras como ejemplo la recta de calibrado de aflatoxina M1 que se
obtiene a la hora de representar el valor del area del pico cromatografico respecto a su
concentracion correspondiente, de esta forma se pudo realizar un ajuste mediante el método de
minimos cuadrados, mostrando valores de correlacidn lineal (R?) superior a 0,99 en todos los

Casos.
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Imagen 7: Recta de calibrado para AFM1.
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En la tabla 3 se muestran los resultados de AFM1 obtenidos de las muestras de queso analizadas

en el ensayo:

Muestras [Afla-M1] Muestras [Afla-M1] Muestras [Afla-M1] Muestras [Afla-M1]

(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
M1 232,50 M 17 <LD M 33 33,80 M 49 <LD
M2 47,95 M 18 <LD M 34 30,49 M 50 20,70
M3 224,68 M 19 <LD M 35 <LD M 51 <LD
M 4 <LD M 20 8,55 M 36 14,30 M 52 57,12
M5 <LD M 21 34,75 M 37 10,56 M 53 68,20
M6 <LD M 22 14,18 M 38 9,43 M 54 14,23
M7 <LD M 23 13,95 M 39 26,72 M 55 <LD
M8 <LD M 24 18,69 M 40 8,05 M 56 32,92
M9 <LD M 25 12,71 M 41 37,31 M 57 21,20
M 10 <LD M 26 24,72 M 42 8,39 M 58 23,63
M 11 <LD M 27 470,70 M 43 <LD M 59 <LD
M 12 <LD M 28 <LD M 44 29,23 M 60 <LD
M 13 <LD M 29 <LD M 45 13,10 M 61 <LD
M 14 <LD M 30 20,47 M 46 <LD
M 15 <LD M31 102,74 M 47 23,21
M 16 <LD M 32 72,22 M 48 <LD

* < LD: muestra cuyo resultado estaba por debajo del limite de deteccion (8,0 ng/kg).

Del total de muestras de queso que se analizaron se observd que en 28 de ellas (45,90%) la
concentracion de AF M1 se encontraba por debajo del limite de deteccién y 33 (54,10%) se

encontraban por encima de este, en concentraciones de entre 8,05 y 470,70 ng/kg de queso.

Para poder analizar los resultados obtenidos se trabajo con el limite maximo establecido para la
leche y sus derivados recogido en la normativa, que es de 50 ng/kg y, ademas, con el limite
comun a la normativa de distintos paises europeos de 250 ng/kg de queso. Solo una muestra se
encontraba en este caso, y tenia una concentracién de AFM1 de 470,70 ng/kg. Se trataba de una

muestra de queso fresco elaborada a partir de leche de vaca proveniente de Aragén.
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Resultados generales AFM1

B No detectado = Por encima de 50 ng/kg
m Presencia AFM1 ® Por debajo de 50 ng/kg

Imagen 8: Incidencia de AFM1 en muestras de queso.

Si tomamos como referencia el limite maximo establecido en la legislacién para AFM1 en
muestras de leche, 7 de ellas presentaron una concentracion por encima de este limite, lo cual
corresponde con el 11,48% del total de muestras analizadas, mientras que las 26 muestras
positivas, pero que no sobrepasaban este limite, correspondian con el 42,62% de las muestras
totales. Estas 7 muestras correspondian con muestras de queso fresco, 1 elaborada con leche de

ovejay las 6 restantes con leche de vaca.

Para las 7 muestras que sobrepasaron el limite considerado, teniendo en cuenta el tipo de leche,
queso elaborado y los factores de concentracidén para AFM1 descritos en la bibliografia, se estimé
que el nivel de contaminacion de la leche de partida era de entre 19y 77,5 ng/kg de leche. En el
caso de la muestra con mayor concentracion de AFM1, 470,70 ng/kg, los calculos realizados nos
llevaron a hacer una estimacidon de una contaminacion de la leche de partida en torno a 156,9
ng/kg de leche, lo cual excede de forma notable el limite establecido en la normativa. En el caso
de las otras 6 muestras restantes, la concentracién estimada de AFM1 que podria contener la

leche con la que se elaboraron fue de entre 19,0 y 77,5 ng/kg de leche.

Tabla 4: Presencia de AFM1 en muestras de queso seglin maduracion:

Tipo de Numero de muestras (n) Concentracion (ng/kg)
queso Analizadas  No detectado Detectado Nivel medio Rango
Fresco 33 13 20 (60,60%) 37,12 8,55-470,70
Semicurado 4 1 3 (75%) 23,56 20,70-26,72
Curado 24 14 10 (41,66%) 17,50 8,05-37,31
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Si tenemos en cuenta la contaminacién por AFM1 de los quesos segln su maduracion (Tabla 4),
se observa que los valores mas altos, con un valor medio de 37,12 ng/kg de queso (rango, 8,55
a 470,70 ng/kg), corresponden con las muestras de queso fresco. A continuacién, se encontraban
los quesos semicurados con un valor medio de concentracidn de 23,56 ng/kg de queso (rango,
20,70 a 26,72 ng/kg), mientras que los quesos curados presentaban los niveles mas bajos de

entre los analizados, con una media de 17,50 ng/kg de queso (rango, 8,05 a 37,31 ng/kg).

En un estudio realizado por Pecorelli et al. (2019), se estudié la concentracidn de AFM1 que
contenia el queso en funcién de los dias de maduracion, alcanzando el fin del estudio a los 45
dias de maduracidn. Este estudio si detecté un aumento proporcional de la concentracion con
respecto a los dias de maduracién, pero también determind que, del tipo de queso, dependia el

aumento de la concentracion de la toxina.

Cabe remarcar que en otros estudios la relacidn entre la concentracion de la toxina y el tiempo
de madurado es inversamente proporcional. Este es el caso de Chavarria et al. (2017), cuyo
estudio sobre la distribucién y presencia de AFM1 en queso fresco y en suero descubrid que,
durante la elaboracidn de queso fresco, hasta un 70% de la toxina se liberan a través del suero.
Ademds, se registré una reduccion significativa de la concentracion durante la maduracién del
producto, mostrando una relacidn inversamente proporcional con los recuentos de bacterias
acido-lacticas y una relacion directa con el proceso de desuerado que sucede durante la

maduracidn o almacenamiento del queso fresco.

En el caso del estudio desarrollado por Barrios et al. (1996), se detecté AFM1 en 16 de 35
muestras analizadas (45,71%) mediante determinacion cromatografica (HPLC), con
concentraciones entre 20 y 200 ng/kg de queso lo cual no difiere en gran medida de los
resultados obtenidos en este trabajo. Por otro lado, registré concentraciones medias de AFM1
de 42,60 ng/kg para queso fresco, 73,80 ng/kg para semicurado y 105,23 para curado. En este
caso, los datos son distintos a los registrados ya que se observa una tendencia a aumentar la
concentracion en funcién del grado de maduracién mientras que en este trabajo es al revés,
registrando valores medios de 37,12 ng/kg, 23,56 ng/kgy 17,50 ng/kg de queso en funcidn de si

se trata de queso fresco, semicurado o curado, respectivamente.

En cambio, Cano-Sancho et al. (2010), detallaron que en su estudio no se detecté presencia de

AFM1 en quesos en 72 muestras que analizaron.

Al comparar los resultados con los obtenidos por distintos autores con respecto al contenido de
agua de las muestras, se vio que existen numerosos estudios que sugieren que la concentracién

de AFM1 es proporcional a esta clasificacion, como es el caso de Stella et al. (2023), los cuales
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estudiaron cdmo aumentaba el factor de concentracién cuanto menor era el porcentaje de
humedad. Lo mismo ocurrié en el informe emitido por el Ministerio Italiano de Salud (2019), el
cual determind que el factor de concentraciéon podia ir desde 3 hasta 6 veces mayor en funcion
del contenido de agua en queso desnatado, lo cual difiere de los resultados obtenidos en este

estudio, ya que no se ha observado esta tendencia en las muestras estudiadas.

Dentro del grupo de muestras que excedian el limite maximo establecido en 50 ng/kg de queso,
todas ellas procedian de quesos frescos y, aunque se podria aproximar la fecha de elaboracién a
los meses entre febrero y abril, el determinar si cambios en el clima podrian haber sido
supuestamente un factor importante en la produccién de AFM1 es dificil (Juan Esteban, Herrera
Sanchez y Bodas Rodriguez, 2022). Las condiciones éptimas para la formacién de AF son las
encontradas en zonas con climas calidos y humedos. Por otro lado, Blanco et al. (1988) y El
Marnissi et al. (2012) indicaron que las muestras de leche recogidas en otono eran las que

mayor concentracién de AFM1 presentaban.

Teniendo en cuenta la leche con la que se elaboraron los quesos se observd que, las muestras
elaboradas con leche de vaca que contenian AFM1 correspondian con un 69,23% de las muestras
elaboradas con esta leche, con concentraciones entre 8,54 y 470,70 ng/kg de queso, y en el caso
de la leche de oveja esta cifra disminuyé hasta el 41,67%, en un rango de concentraciones de
8,05y 57,12 ng/kg de queso. Los elaborados con leche de cabra tuvieron un 50,00% de muestras
positivas, con valores de entre 12,71y 24,72 ng/kg de queso v, en el caso del queso elaborado
con mezcla de leche, de oveja, cabra y vaca, solo un queso fue analizado, detectando AFM1 en

una concentracion de 34,75 ng/kg de queso.

En el estudio realizado por Montagna et al. (2008), se detectaron concentraciones ligeramente
mas elevadas que las registradas en este estudio, excepto en las muestras elaboradas con leche
de vaca. Se registraron concentraciones de AFM1 en leche de vaca de entre 90 y 250 ng/kg de
queso, en leche de oveja de entre 50 y 215 ng/kg de queso. En el caso de la leche de cabra, los
datos siguieron siendo mas elevados, registrando entre 90 y 250 ng/kg de queso. Por ultimo,
analizaron muestras elaboradas con mezcla de leche de oveja y de cabra en las que se detectaron
concentraciones entre 55 y 140 ng/kg de queso. Como se puede observar, las concentraciones
son mas elevadas, excepto en las muestras provenientes de leche de vaca en las que este trabajo

detectd hasta una concentracién maxima de 470,70 ng/kg de queso.

El grado de contaminacion depende, en parte, de la tasa de transferencia asociado a la especie
y la raza del animal. En el gano vacuno esta se establece en un 1-2% a excepcién del ganado de

alta productividad que se eleva hasta el 6% (EFSA, 2006). En el caso del gano ovino es de un
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0,17% para las ovejas de raza sarda (Battacone et al., 2012) y un 0,23% para las ovejas de raza
assaf (Bodas et al., 2023). En el caso de las muestras analizadas se puede observar que las
muestras con mayor res concentraciones de AFM1 son las procedentes de quesos elaborados a

partir de leche de vaca, a excepcion de una muestra que procedia de leche de oveja.

Ahora bien, a la hora de hablar del grano utilizado para el pienso, el estudio realizado por
Moral Valderrama (2017) indicé que la mayor contaminacion de AFB1 se localiza en el
invierno, cuando los piensos estdn almacenados y se mantienen en condiciones humedas,

por tanto, se favorece el crecimiento de hongos.

Todo ello basdndose en que no se conoce el tipo de cereal utilizado para los piensos, el tiempo
y las condiciones de almacenamiento, o incluso cémo ha afectado en la produccién de leche

contaminada por la toxina.

Para finalizar, se puede observar que existe presencia de AFM1 en quesos que se encuentran a
disposicion de la poblacion y a concentraciones muy diferentes, esto deberia motivar a seguir
investigando y conociendo la realidad sobre el nivel de contaminacién que tiene este tipo de

producto.
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5. CONCLUSIONES

Primera

La incidencia de aflatoxina M1 en las muestras de queso analizadas en este estudio fue elevada,
habiéndose detectado en 33 de las 61 muestras de queso analizadas. El elevado porcentaje de
muestras (54,1%) con concentraciones por encima del limite de deteccién, es similar a los
resultados obtenidos por otros autores para este alimento, si bien la variabilidad de datos en la

bibliografia a este respecto es elevada.

Segunda

La concentracién media de AFM1 en las muestras positivas fue de 37,12 ng/kg de queso (rango,
8,55 a 470,70 ng/kg), lo que también se asemeja a algunos resultados recogidos en la
bibliografia. Si bien la legislacion no establece limites maximos de AFM1 especificos para
productos lacteos, destaca que 7 de las muestras analizadas (11,48%) presentaron
concentraciones por encima del limite maximo establecido por la legislacion para leche (50
ng/kg) y una de ellas superd el limite maximo de 250 ng/kg establecido en algunos paises para

muestras de queso.

Tercera

La incidencia de muestras positivas fue mayor en muestras de queso elaboradas con leche de
vaca con respecto a las fabricadas con leche de oveja o cabra. Al contrario de lo esperado, los
niveles medios de contaminacidon en muestras de queso fresco fueron mas elevados que en las
muestras de quesos con mayor nivel de curacion. No obstante, seria necesario incluir un mayor
numero de muestras en el estudio para confirmar si se trata de un hecho casual o si refleja una

tendencia.

Cuarta

La presencia de AFM1 en las muestras de queso analizadas confirma la necesidad de la
realizacién de controles para evaluar el riesgo de exposicidn a esta micotoxina. Asimismo, seria
necesario realizar mas estudios que permitieran conocer con mayor exactitud el factor de
concentracion de la AFM1 en los productos lacteos, lo que ayudaria al establecimiento de limites

maximos especificos para estos productos.
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CONCLUSIONS

First

The incidence of aflatoxin M1 in the cheese samples analyzed in this study was high, having been
detected in 33 out of the 61 cheese samples analyzed. The high percentage of samples (54.1%)
with concentrations above the detection limit is similar to the results obtained by other authors
for this food product, although the variability of data in the literature on this subject is

significant.

Second

The average concentration of AFM1 in the positive samples was 37.12 ng/kg of cheese (range,
8.55 to 470.70 ng/kg), which also resembles some results reported in the literature. Although
legislation does not establish specific maximum limits for AFM1 in dairy products, it is notable
that 7 of the analyzed samples (11.48%) had concentrations above the maximum limit
established by legislation for milk (50 ng/kg) and one of them exceeded the maximum limit of

250 ng/kg established in some countries for cheese samples.

Third

The incidence of positive samples was higher in cheese samples made from cow's milk compared
to those made from sheep's or goat's milk. Contrary to expectations, the average contamination
levels in fresh cheese samples were higher than in samples of cheeses with a higher degree of
maturation. However, it would be necessary to include a larger number of samples in the study

to confirm whether this is a casual occurrence or if it reflects a trend.

Fourth

The presence of AFM1 in the analyzed cheese samples confirms the need for controls to assess
the risk of exposure to this mycotoxin. Additionally, more studies are needed to determine more
accurately the concentration factor of AFM1 in dairy products, which would help in establishing

specific maximum limits for these products.
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6. VALORACION PERSONAL
Este Trabajo de Fin de Grado ha contribuido a que pudiese crecer como personay, también muy
importante, como estudiante. A través de las técnicas que he podido desarrollar en la parte
experimental del proyecto, he conseguido afianzar mi técnica, sentirme mas seguro de las

aptitudes que ya tenia y aprender mas sobre la vida dentro de un laboratorio.

Por otro lado, gracias al tema escogido y trabajado, he podido ser mds consciente de la necesidad
de avanzar y apostar por la investigacidn cientifica con el fin de un bien mayor y comunitario,
con el fin de unificar esfuerzos para proteger mas a la poblaciény para comprender cémo afectan
las decisiones y acciones que desarrollamos en nuestro dia a dia, ya sea desde la vida de un

agricultor hasta la de un técnico de control de calidad, por ejemplo.

Aun existiendo diferentes normativas que regulan la presencia y el control de las aflatoxinas, se
deberia seguir trabajando por unificar los esfuerzos para poder reducir su presencia en los
alimentos y su futuro impacto en la poblacion, ese deberia ser un punto clave en la investigacién

de este tipo de toxinas.

Tampoco debo olvidar que, gracias a la extensa bibliografia que existe sobre este tema, he
podido aprender a diferenciar y escoger la informaciéon mas relevante con la que poder trabajar.
La gestion de toda esta informacidn es un proceso que, aunque al principio me pareciese tedioso,

he conseguido gestionar, e incluso disfrutar, a lo largo de la elaboracidén de este trabajo.

No debo olvidarme de las personas que tanto me han ensefiado a lo largo de este aprendizaje,
ya que cada una de ellas me ha hecho mejor cientifico e incluso me ha ensefiado valores y

aptitudes que puedo seguir implementando en mi dia a dia.
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8. ANEXOS

ANEXO I: Tabla de caracteristicas de las muestras de queso analizadas.

Muestra Tipo de Ingredientes Tipo de leche Tratamiento de la Origen
queso leche
M 01 Leche, cuajo, sal, clfmfro calcicoy Leche de vaca . ’
Fresco fermentos lacticos. Pasteurizada Aragoén
Leche de vaca pasteurizada,
M 02 protel’nasllé_cteas concentradas, sal, Leche de vaca
cloruro calcico, conservador (E202)
Fresco y cuajo. Pasteurizada Aragén
M 03 Leche, cuajo, sal, cl?rL!ro calcicoy Leche de vaca . ,
Fresco fermentos lacticos. Pasteurizada Aragon
Leche, sal, estabilizantes (E,410,
(s Fresco E401, E407)y EZOZF Leche de vaca Pasteurizada Madrid
Leche de cabra pasteurizada (origen
A Fresco UE), sal Sfermentos. ° LEE R CE Pasteurizada Francia
Leche cruda de oveja, sal comun .
IS Curado cuajo vngetaI. ! lesseis @y Cruda Extremadura
Leche cruda de oveja, sal,
conservador (E252), cuajo de origen
animal (cordero lechal), cloruro
M 07 calcico, fermentos lacticos. Leche de oveja
Recubrimiento en corteza:
conservador (E200, E235).
Curado Colorante (E171, E172). Cruda Castilla y Leon
Leche cruda de oveja, sal, cloruro
calcico, fermentos lacticos, E252 .
AEE agentes de recubrimiento (E202,y (EENSCRETEE
Curado E235). Cruda Madrid
Leche cruda de oveja merina, cuajo .
0B Curado vegetal y saf comun. J Leche de oveja Cruda Extremadura
Leche cruda de oveja, fermentos
M 10 lacticos, conservador (lisozima de Leche de oveja Castilla-La
Semicurado huevo), cuajo y sal. Cruda Mancha
Leche cruda de oveja, sal, cuajo
M 11 animal y lisozima de yema de Leche de oveja
Curado huevo. Cruda Castillay Ledn
Leche cruda de oveja, sal, fermento
M 12 y cuajo. Recubrimiento en corteza Leche de oveja
Curado natural: Conservador (E235 y E202). Cruda Castilla y Ledn
Leche pasterizada de oveja, sal,
M 13 estabilizante (Cloruro calcico) Leche de oveja Castilla-La
Curado fermentos lacticos, cuajo y lisozima. Pasteurizada Mancha
Leche de cabra pasterizada, sal,
M 14 cuajo microbiano y fermentos Leche de cabra
Fresco lacticos. Pasteurizada Murcia
Leche de cabra pasterizada, sal,
M 15 endurecedor (Cloruro Calcico) y Leche de cabra
Fresco cuajo microbiano. Pasteurizada Murcia
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Muestra

Tipo de
queso

Ingredientes

Tipo de leche

Tratamiento de la
leche

Origen

M 16

Fresco

Leche pasterizada de vaca, nata
pasterizada de vaca, sal,
estabilizantes (goma garrofin,
alginato sédico y carragenano),
conservador (sorbato potasico) y
fermentos lacticos.

Leche de vaca

Pasteurizada

Castilla y Ledn

M 17

Fresco

Nata pasteurizada (Leche
pasteurizada de vaca y corrector de
acidez (acido citrico).

Leche de vaca

Pasteurizada

Cantabria

M 18

Curado

Leche cruda de oveja, sal y cuajo.

Leche de oveja

Cruda

Castilla y Leén

M 19

Curado

Leche pasterizada de oveja, sal,
cuajo (de origen no animal) y
fermentos lacteos. Contiene

conservadores (E-202 y E-235)

Colorante (E-172).

Leche de oveja

Pasteurizada

Castilla y Leén

M 20

Fresco

Queso fresco, sal y espesante: goma
guar.

Leche de vaca

Pasteurizada

Alemania

M 21

Curado

Leche pasteurizada de oveja (min.
33%), leche pasteurizada de cabra
(min. 33%), leche pasteurizada de
vaca (min. 19%), fermentos lacticos,
sal, cuajo. En corteza: colorante:
caramelo natural; conservadores:
natamicina y acido sérbico.

Leche de oveja,
leche de cabray
leche de vaca

Pasteurizada

Murcia

M 22

Curado

Leche de oveja, sal, cuajoy
fermentos lacticos. Conservador:
Lisozima (derivado del huevo).
Conservadores en corteza (E-202 y
E-235).

Leche de oveja

Cruda

Navarra

M 23

Fresco

Leche pasteurizada de cabra, sal,
cultivos microbianos y cuajo
microbiano.

Leche de cabra

Pasteurizada

Alemania

M 24

Curado

Leche pasteurizada de oveja
manchega, sal, cuajo, fermento
lactico, conservador: Lisozima
(huevo*). En corteza conservador:
natamicina; colorantes: caramelo
natural, norbixina de bija.

Leche de oveja

Pasteurizada

Castilla-La
Mancha

M 25

Curado

Leche pasterizada de cabra, sal,
cultivos microbianos, cuajo
microbiano.

Leche de cabra

Pasteurizada

Alemania

M 26

Fresco

Leche pasteurizada de cabra, sal,
cuajo, cloruro calcico y conservador:
E-202.

Leche de cabra

Pasteurizada

Aragon

M 27

Fresco

Leche pasteurizada de vaca, cuajo,
sal, secuestrante (Cloruro célcico) y
fermentos lacticos.

Leche de vaca

Pasteurizada

Aragon
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Muestra

Tipo de
queso

Ingredientes

Tipo de leche

Tratamiento de la
leche

Origen

M 28

Fresco

Leche pasteurizada de vaca,
proteinas lacteas concentradas
(leche), sal, corrector de acidez:

Cloruro calcico, conservador: E202 y
cuajo.

Leche de vaca

Pasteurizada

Aragon

M 29

Fresco

Leche pasteurizada de vaca, sal,
cuajo, cloruro calcico y conservador:
E-202.

Leche de vaca

Pasteurizada

Castilla y Ledn

M 30

Fresco

Leche entera, nata (leche (sélidos

lacteos (leche), sal, estabilizante:

E410, E412 y E4Q7, conservador:
E200 y fermentos lacticos.

Leche de vaca

Pasteurizada

Asturias

M 31

Fresco

Leche pasteurizada de vaca, cuajo,
sal, secuestrante (Cloruro calcico) y
fermentos lacticos.

Leche de vaca

Pasteurizada

Aragon

M 32

Fresco

Leche pasteurizada de vaca, cuajo,
sal, secuestrante (Cloruro calcico) y
fermentos lacticos.

Leche de vaca

Pasteurizada

Aragon

M 33

Fresco

Leche de vaca pasteurizada, cuajoy
sal.

Leche de vaca

Pasteurizada

Murcia

M 34

Fresco

Leche de vaca desnatada
pasteurizada, sal, conservador (E-
202) y cuajo.

Leche de vaca

Pasteurizada

Castilla y Leén

M 35

Fresco

Leche de vaca (min. 45%), leche de
cabra (min. 30%), cuajo y sal.

Leche de vacay
cabra

Pasteurizada

Andalucia

M 36

Fresco

Nata, leche desnatada pasteurizada
de vaca, sal y fermentos lacticos.

Leche de vaca

Pasteurizada

Dinamarca

M 37

Fresco

Leche ecoldgica pasteurizada de
nuestras vacas, sal ecoldgica,
lactosa ecoldgica, harina de
algarroba ecoldgica y fermentos
lacticos.

Leche de vaca

Pasteurizada

Galicia

M 38

Fresco

Leche pasteurizada de vaca, sal,
conservador (sorbato potasico) y
cuajo.

Leche de vaca

Pasteurizada

Castilla-La
Mancha

M 39

Semicurado

Leche pasteurizada de oveja, sal,
cloruro calcico, cuajo, fermentos
lacticos, conservador E252 y
agentes de recubrimiento (E202,
E235).

Leche de oveja

Pasteurizada

Madrid

M 40

Curado

Leche pasteurizada de oveja,
cloruro calcico (E-509), cuajo,
Lisozima de huevo (E-1105),
fermentos lacticos y sal.

Leche de oveja

Pasteurizada

Andalucia

M 41

Curado

Leche pasteurizada de oveja
manchega, sal, estabilizante
(cloruro calcico), cuajo y fermentos
lacticos.

Leche de oveja

Pasteurizada

Castilla-La
Mancha
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Muestra

Tipo de
queso

Ingredientes

Tipo de leche

Tratamiento de la
leche

Origen

M 42

Curado

Leche pasterizada de oveja, sal,
cuajo, corrector de la acidez:
Cloruro calcico, conservador:

lisozima de huevo y fermentos

lacticos. Corteza: Conservadores E-
202 y E-235, colorantes E-172.

Leche de oveja

Pasteurizada

Aragon

M 43

Curado

Leche pasteurizada de oveja, sal,
cloruro calcico, cuajo y fermentos
lacticos. Conservante: lisozima
(derivado de huevo). Conservantes
E-202 y E-235 y colorante E-172.

Leche de oveja

Pasteurizada

Castilla-La
Mancha

M 44

Fresco

Leche pasterizada de vaca, sal y
coagulante.

Leche de vaca

Pasteurizada

Cataluna

M 45

Curado

Leche termizada de oveja,
fermentos lacticos, sal y cuajo
microbiano.

Leche de oveja

Pasteurizada

Catalufia

M 46

Curado

Leche cruda de oveja (min 45%),
leche cruda de cabra (min 45%),
aceite de oliva virgen extra (min
1%), sal, cuajo, fermentos lacticos,
estabilizante (E-509) y conservador
(E-1105).

Leche de oveja

Cruda

Castilla y Leén

M 47

Fresco

Leche de vaca pasterizada, sal y
cuajo microbiano.

Leche de vaca

Pasteurizada

Murcia

M 48

Fresco

Leche desnatada de vaca, nata,
serum de mantequilla, fermentos
lacticos, sal, cuajo, estabilizantes

(goma garrofin, goma guar).

Leche de vaca

Pasteurizada

Catalufia

M 49

Curado

Leche pasterizada de cabra, sal,
secuestrante: cloruro calcico, cuajo,
fermentos lacticos.

Leche de cabra

Pasteurizada

Cataluna

M 50

Semicurado

Leche cruda de vaca, sal, fermentos
lacticos, cuajo, cloruro calcicoy
lisozima. Corteza: aceite de oliva y
pimenton.

Leche de vaca

Cruda

Cataluna

M 51

Curado

Leche cruda de oveja, sal, cuajo,
fermentos lacticos y conservadores:
E-252 y E-1105 (derivado del
huevo).

Leche de oveja

Cruda

Catalunia

M 52

Fresco

Leche pasterizada de oveja (70%
min) y cabra (30 % max.), sal, cultivo
y cuajo.

Leche de oveja

Pasteurizada

Grecia

M 53

Fresco

Leche de vaca pasteurizada, cuajo,
sal, secuestrante (cloruro calcico) y
fermentos lacticos.

Leche de vaca

Pasteurizada

Aragon

M 54

Fresco

Queso blanco pasteurizado, sal y
espesante: goma guar.

Leche de vaca

Pasteurizada

Alemania

M 55

Fresco

Leche pasteurizada de vaca, sal y
cuajo.

Leche de vaca

Pasteurizada

Castilla y Leén
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Muestra

Tipo de
queso

Ingredientes

Tipo de leche

Tratamiento de la
leche

Origen

M 56

Curado

Leche cruda de oveja, fermentos
lacticos, extracto de cuajo y sal.

Leche de oveja

Cruda

Aragon

M 57

Curado

Leche pasteurizada de cabra, sal,
coagulante, secuestrante: cloruro
calcico, fermentos lacticos (leche) y
Penicillium.

Leche de cabra

Pasteurizada

Castilla y Ledn

M 58

Semicurado

Leche cruda de oveja, fermentos
lacticos, cuajo, cloruro calcico y sal.

Leche de oveja

Cruda

Aragon

M 59

Fresco

Leche de vaca pasteurizada (min.
80%) y oveja (min 10%), sal, cuajo,
cloruro calcico y conservador
(E-202).

Leche de vaca

Pasteurizada

Castilla y Leén

M 60

Curado

Leche cruda de oveja, sal, fermento
y cuajo. Recubrimiento en corteza

natural: Conservador (E235 y E202).

Leche de oveja

Cruda

Castilla y Leén

M 61

Fresco

Leche pasteurizada de vaca,
proteinas de la leche, leche en
polvo desnatada, aroma natural
(leche), sal, espesantes: goma
garrofin, goma guar, corrector de
acidez: acido citrico, fermentos
lacticos, coagulante microbiano.

Leche de vaca

Pasteurizada

Catalufia
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