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RESUMEN

TOXQUI "TERAN ELIZABETH. Presencla de cloranfenicol en una muestra
no sleatoria de leches fluidas pasteurizadas y ultrapasteurizadas en
la Delegacidn Coycacan, Distrito Federal Cbajo la direccién de Hector
Sumane Lépez, Josefa Vargas Rivera y Graciela Tapia Pérezd.

Con el objeto de evaluar si existe cloranfenicol en algunas
leches de marca que se expenden en la Delegacién Coyoacin, se
analizaron 64 muestras de leches comerciales de diferentes marcas que
incluyeron leche fluida pasteurizada y ultrapasteurizada. El método
utilizado para la detecclédn de residucs de cloranfenicol en leche se
basa en la reaccién de la isoniazida con la molécula de cloranfenicol,
Y la lectura de dicha reaccidén a2 270 nm en un espectrofotémetro. Las
marcas de las leches variareon de aéuerdo ia su disponibilidad en el
mercado. En los resultados obtenidos, =e encontraron 25 muestras de
leche conteniendo residuos de cloranrenicoi. encontrando las mayores
frecuencias en tas leches de las marcas A ultrapasteurizada, 62.%% del
total de las muestras de esta marca; E pasteurizada preferente
especial CPPE>, €2.5%. La C ultrapasteurizada, 37.5%; H PPE, 37.5%
Puede concluirse, de acuerdo con el presente trabajo, que se deben
realizar mayores iInvestigaciones que lleven a propcner nuevas
técnicas., y mejorar las existentes para la deteccién de antibidticos y

otras sustancias en los productos de origen animal.



INTRODUCCION.

La Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos ha tomade
diver=sas maedidas para hacer un seguimiento de las restricciones que
para el cloranfenicol se tomaron en el resto del mundo, donde se ha
prohibido su uso y se reconoce que no debe existir residuc alguno en
productos de origen animal C15). La prohibicion del uso del
cloranfenicol dentro de la medicina veterinaria a nivel mundial, se
basc en buena medida en que los médicos veterinarios y los productores
pecuarios no respetaban los tiempos de retiro de rastro y ordefio de
los animales tratados con este antibidtico. Al respecto vale la pena
puntualizar que la legislacion de la Ley General de Salud en el
reglamento correspondiente al control sanittario de la leche menciona
gque en nuestro pals no se permiten residucs de medicamentos en
productos destinados al consume humano (16). En el caso particular de
los niveles de cloranfenicol se reconoce, en las diferentes
legislaciones de paises avanzados, que no puede existir residuo
alguno. En resumen, el procedimiento llevado a cabo en México para la
prohipicidn de productos con cloranfenicol es el siguientest :

Per iodo Procedimiento
Abril-Agosto,1961 Los laboratorios fueron avisados que se

procederia a la cancelacién del uso de
cleranfenicol en animales, concediendo-
les un p‘:Lazo de 15 dias para que expu-—

sieran lo que a su derecho conviniera.



Agosto-Naviembre, 1901

Noviembre-Diciembre,1891

Diciembre, 1601

Marzo, 1892

Varios laboratorios solicitaron prérro-
ga para agotar sus existencias de clo-
ranfenicol.

Los plazos otorgados a los laboratorios
solicitantes para la elaboracion de
productes fueron otorgados hasta diciem-
bre de 1991..

Se procedié a la cancelacidén de teodos
los productos con cloranfenicol, regis-—
trados ante ¢sta direccion.

Se comunicd mediante oficio via Fax y
estafeta, a todas las subdelegaciones de
ganaderia., que a partir del 31 de
diciembre de 1991. Las farmacias vy
distribuidoras no podian adquirir
productos con cloranfenicol de los
fabricantes y séleo podian comercializar
sus existencias hasta el dia 30 de Junio
de 1992. Fecha en que quedo prohibida

toda comercializacién.

Total de productos cancelados: 143

Total de laboratorios con productos: 61

* Martha Chavez: Comunicacidn personal. SARH, 1992.



La posible existencia de residuos de cloranfenicol en  leche

representa un peligro potencial para la salud desde diversos puntos de
vista, incluyendo la generacion de cepas patdgenas resistentes y la
toxicidad per se del claranfenicol para los {ndividuos. Por aRadidura,
se sabe que esta sustancia es termcestable y que aun después de mucho
tiempo de ebullicidn permanece viable (180 y que resiste tiempos

prolongados de autoclave C2,100.



El cloranfenicol es un antibidtico que originalmente se obtuveo

del cultivo de Streptomyces venezuelae por extracclidn ton acetato de

etilo ¥y que en la actualidad se obtliene de manera sintética €5,10).
El nombre quimico del cleoranfenicol es el a2,8-dicloro-N-
(2-hidroxi -1-Chidroximetil)-2-Cd-nitrofenildetillacetamida, siendo su

férmula y estructura quimica las siguientes C21):
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El:mecanismo dé accisn del “cloranfenicol se basa en el b.l..oquea de
Vla' squ=s1§‘ protéiéa e‘thando‘Ja’ pol.rl.nier;zarcién por . unidn en la
:ui:unidad ribosomal ©0s.  El efecto sobre  la sintesis de Aacidos
nucleicos es limitade. La inhibicidn de la sintesis proteica también
puede tener lugar a nivel de los ribosomas 70s bacterianos ¢3,6,13D.

Las enterobacterias generalmente llegan a ser resistentes al
cloranfenicol por adquirir factores R C(plasmido de resistencia a
medicamentos? que determinan la produccioén de cloranfenicol
acetil-transferasa. La enzima acetila al! medicamento en la posicicon 2
hidroxilo de la porcidén del propanediol ,una modificacién que no es
capaz de enlazar los sitios de alta afinidad 50s de los ribosomas
bacterianos. Existen distintos tipos de acetil transferasa que son
producidas por plasmidos en bacterias Gram negativas y que llevan
determinantes para resistencia multiple que pueden pasar a las cepas

tales como Salmonella typhi o Haemophilus influenzae © a otras cepas

sensibles potencialmente patdgenos incluyendo Escherichia coli €8.8).
Esto sugiere que la resistencia al cloranfenicol puede ser transmitida
a entercbacterias en ganade y a su vez los alimentos podrian contener
el factor R llevado por los microorganismos €18). Esta transferencia
de resistencia multiple es particularmente preoccupante porque los
pacientes pueden llegar a ser resistentes a ésta de forma de terapia
C8. De hecho, ya se ha encontradol'brot.es epidémicos de tifoidea
resistente al cloranfenicol en México, y esto es de gravedad relevante

dade que este antibidtico es considerado aun como la primera opcidn en



el tratamiento de la tifoidea en México,
El espectro del cloranfenicol incluye bacterias Cram negativas,
Gram -positivas, Clamidias .y RLckeLLsias; actua sobre multiples

bacterias entre las que se cuentan 'a Staphylococcus adreus,Shigella

paradysenteria, Brucella spp, Aerobacter aerogenes, Escherichia colil,

Proteus vulgaris, Salmonella spp, Streptococcus pyogenes , Pseudomona
aurioginosa, Pasteurella tularensis . Bacillus antracis,
Corynebacterium pyocgenes , Erysipelotrix rhusiopathiae y Klebsiella

pneumoniae €4,.6,9,14). Hasta su retiro encontré un lugar prominente en
el tratamiento de salmonelosis en los becerros, la pasteurelosis, la
difteria de los terneros, la queratitis infecciosa bovina, la mastitis
y la prevencién de infecciones secundarias durante procesos virales
€19,3). No se recomienda su uso en forma tépica, excepto en la
i::ododermatitis e infecciones por Dermatophilus SPP C19d.

En la mayoria de las especies, el cloranfenicol se absorbe por el
tubo gastrointestinal con una eficiencia cercana al 100%.

En los rumiantes el rumen destruye al cloranfenicol €10). La via
de administracidén puede ser parenteral en el caso de la sal de
succinato sédico, y oral en el caso de palmitate de cloranfenicol en
becerros ¢8). Es un magnifico antibidtico para i{nfecciones oftiAlmicas,
y de primera eleccién en infeciones meningeas y para difundir a
liquido cefalorraquideo C17).

El cloranfenicol tiene una vida media de 2 horas en los bovinos

adultos y probablemente mayor en becerros, Su excrecién es por via



urinaria -y por via  biliar en d;nde se presenta una etelo
entera-hepatico C173. A pesar que el cloranfenicol se biotransforma
per nitroreduccion y conjugacion con el acido glucurédnido se considera
util para infecciones renales (17,22). Se ha calculade que su vélumen
de distribucion es de 1.61 lrskg para las vacas (20D el cual resulta
bastante elevado y coincide con el hecho de que las concentraciones
plasmaticas son menores a las tisulares en la mayoria de los casos
observados C8).

Se reconeoce ’ que el cloranfenicol alcanza concentraciones
similares a las del plasma en la glandula mamaria infectada cuando se
administra a razén de SOmg-kg por via parenteral (11 lo que se
considera un beneficio para el tratamiento de mastitis <19). La
absorcién es completa de 9 a 24 horas después de la administracioén
intramamaria €10,18).

La absorcidn rapida del cloranfenicol se debe a que su molécula
no es idnica y es lipofilica con afinidad por las proteinas del tejido
de 1la glandula mamaria y por la leche. Después de 12 horas del
tratamiento se encuentran concentraciones del medicamento en leche y
se puede detectar cleoranfenicel hasta 45 dfas despugs de suprimideo el
tratamiento sefalando niveles en el orden de 1ugskg <12,16).Sin
embargo., en fechas pasadas y contrario a los tiempeos de retiro, se
consideraba que en tres o cuatro dlas"los niveles de cloranfenicol en
leche pueden llegar a ser minimos y no peligrosos €8>, Esta visién de

poca toxicidad ha cambiade al considerar el peligro mortal de la



anenﬁa aplastica irreversible inducida por el cloranfenicol.

Después de uno o dos affos de aplicar cloranfenicol' al hombre como
tratamiento, se detectd un serio efecto depresor sobre la médula dsea,
y se identificéd que era dependiente de la dosis. Posteriormente, se
describid el sindrome del nifio gris en recién nacidos, que ademas
excretan el medicamento mas lentamente porque la hidroflsis y la
velocidad de‘ flltracién son mencres ya que inhibe la fosfortlacién
oxidativa mitocondrial (23).

En el humane adulto los efectos del cloranfenicol en el sistema
hematopoyético ocurren de dos maneras. Una es a traves de un efecto
téxico manifestado por la depresidn de la médula dsea de una forma de
dosis dependiente y con caracter reversible que se presenta como una
anemia, granulocitopenia y trombocitopenia C8); debida a la inhibicién
mitocondrial de la sintesis de proteinas y cambios morrfolégicos en las
mitocondrias de las células de la médula dsea (8). En contraste., la
otra forma de alteracién hematopoyética reactiva al grupo
nitrobenceno; es de caracter autoinmune vy, probablemente, pueda
deberse a una respuesta por idiosincracia, de caracter irreversible
manifestada por anemia aplastica virtualmente mortal. Es evidente que
la segunda forma de anemia es la que mis preoncupa a la comunidad
médica, especialmente si se considera que solo se requiren unas
cuantas partes por millén para inducir este efecto indeseable (1>. Tan
sélo tres afios despues de uso, se hizo evidente que el

cloranfenicol era capaz de deprimir completamente la actividad de la



madula osea en algunos pacientes, Lat\.oxlcidad'en: :J.'g'uhcs'"tr:asos. es Lén'

acentuada que se ha informado ar;emia aplastica ap;%caﬁdp l;iyor‘aﬁfenlcol
Sitalmeos ¢1,12). : s : s

Desde la perspectiva veterinaria,. se r’-e‘alizab’a écn x‘;ec’u”e’h:ia el
tratamiento con cleranfenicol aplicandolo a v;:a; que se encontraban
en la linea de produccién con las consecuentes pérdidas econdmicas si
se observaban periodes rigurosos de retiro de la ordefla que fluctuan
de siete dilas por via parenteral has.a +treinta dias por via
intramamaria C€8,15. En la actualidad se realizan decomisos
importantes de leche., en su mayoria porque los animales fueron
tratados con medicamentos. Por Ley. el destino de esta leche es su
eliminacidn, con el consecuente deterioroc de las ganancias para el
ganadero, provocando en la industria lechera un declive econdmico cada
dia mayor.

Si se contempla de manera global el daffo potencial a la salud del
humane que puede inducir la presencia de residuos de cloranfenicel en
productos de origen animal, particularmente en diferentes tipos de
leche se puede percibir la necesidad de llevar a cabo un escrutinio
para detectar si este es un ‘problema real o las medidas que esta
llevande a cabeo la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos
son suficientes para retirar el cloranfenicol de la linea veterinaria.
Los clinicos veterinarios se pueden vér tentados a usarlo, pues este
antibiético tiene una elevada eficacia y es virtualmente atédxico en

veterinaria.

10



Dados los antecedentes descritos, vse considerd importante 1llevar
a cabo un estudic para determinar los niveles de cloranfenicol en las
leches que se expenden en la Delegacién Coycacin; para esto, se penséd
utilizar un metedo considerade de buena especificidad. basado en la
reaccién del grupo nitrobencenc con la isoniazida en un vehiculo de
acetato de isoamilo (11).

La Delegacién Coyoacan representa el 3.568% del area total del

Distrito federal. Su poblacién total de 640 066 personas, se compone

de:
117 867 mencres de 9 afios
11 a7z mencres de 1 afio
48 212 1 a2 4 afios
860 183 S a 9 afios
B84 010 10 a 14 affos
éue cuentan con comercic de productos alimenticios al por menor
en supermercados, tiendas de autoservicio Y almacenes <34

establecimientos>C7).

11



HIPOTESIS
Existe cloranfenicol en algunas leches fluidas pasteurizadas
y ultrapasteurizadas de marca que se expenden en la Delegacién

Coywvacan.

OBJETIVO

Evaluar si existe cloranfenicol en .algunas leches fluidas
pasteurizadas y ultrapasteurizadas de marca que se expenden en la
Delegacién Coycacan, mediante la tecnica de conjugacién con

isoniazida.

12



MATERIAL Y METODOS.

Se colectaron entre noviembre de 1891 y octubre de 1892, en
centros comerciales de 1la Delegacién Coycacan, ocho muestras neo
aleatorias de leches fluidas pas\.e;.xrizadas preferente especial y
’ ultrapasteurizadas de seis diferentes marcas, haciendo un total de 84
litros de leche. En las leches se determine la presencia de
cloranfenicol mediante la reaccidn de la isoniazida con la molécula de
cloranfenicol y la lectura de dicha reaccidn a 270nm en un
espectrofotémetro. La extraccidn se realizo con acetato de iscamilo
C11). Se realizé también un estudio estequiométrico de cloranfenicol
puro con isoniazida para identificar la especificidad de la reaccidén
misma que se encontré constante a 270nm con €l producto purificado.
Asi mismo, se realizé la curva tipica de validaclién con los estandares
utilizando leche de vaca no tratada a 1la que se affadieron
concentraciones conccidas de cloranfenicol desde 10pg-sml hasta
40ug/ml. Y se determind la relaciédn lineal dentro de los limites
sefialados. Ademis de la curva espectrofotométrica a 270nm derivada del

espectrofotdmetro acoplado a una computadora.

13



METODO:

Reactivos:
1. Acetato de iscamilo C acetato de amilo D i
2.Hidrazida del acido nicotinico solucién al‘ 35% = iéoﬂi{zida)
3. Hidroxido de sodio 1.5N o 8%
4.Buffer de fosfatos pH 7 preparado disolviendo

7"819 de Naz HPOs .7 Hz0

2.21g de Na HPO« .1 H20

1 1t de agua destilada ajustando el pH.
S. Solucion estandar de cloranfenicol conc.20ug-ml

6. Agua destilada,

PROCEDIMIENTO.

Se afladieron 4 ml de solucidn buffer de fosfatos a todos los
tubos problema con 2 ml de leche, se depositd agua destilada como
reactivo blanco en otro tubo, luege se vertieron 6 ml de acetato de
iscamilo a cada tubo, despues de lo cual todos los tubos fueron
tapados y agitados durante 10 segundos. A cada tubo conteniendo 2 ml
de sobrenadante-solvente se affadié 2 ml de hidrazida de 4cido
isonicotinico al 3%,

Posteriormente, los tubos fueron tapades e incubados en bafio
Maria a 30°C durante 45 minutos, los Ll'i.lbos se agitaron perfectamente a
intervalos de S minutos para asegurar que la mezcla fuera homogénea.

Al final del periodc de incubacién, la capa de color amarillo se

14



aspiré y se midié en un espectrofotémetro a 270 nandmetros contra el
agente blanco o el reactivoe blanco. ElL procedimie‘nf.o puede ser
modificado mediante el uso de cantidades dobles de todas las
soluciones para cbtener o mané_jar volumenes' mas grandes. Lo anterior
se encuentra resumido en el cuadro 1.

RESULTADOS.

En el cuadro &, se presenta una relacién de la presencia de
cloranfenicol encontrada. En total, se encontraron 25 muestras de
leche conteniendo residuos de cloranfenicol. En el cuadro 3, se
muestra la frecuencia de residuos de cloranfenicol en leche comercial.
Se encontraron las mayores frecuencias en las leches de las marcas A
Cultrapasteurizadad, E PPE (pasteurizada preferente especiald, C
Cultrapasteurizadad, H Cpasteurizada preferente especiald, D
Cultrapasteurizadad.

En la figura 1, se presenta la curva tiplca de validacién con los
estandares de leche de vaca no tratada con concentraciones de
cloranfenicol de 10ugsml hasta 40ugsml. Donde se puede apreclarla
relacidén lineal. En la figura 2. se presenta la curva
espectrofotomeétrica a 270 nm. En las figuras 3, 4, 5. 6, 7 y 8, se
encuentran las curvas espectrorotonetricas <= algunas muestras.

Para validar el método utilizado, se revalizaron varias
estequiometrias (1:1, 1:2, 1:3> entre el cloranfenicol y la
isoniazida, en solucién acuosa y medioc basico, a temperatura amblente;

los espectros de la mezcla de reaccién mostraron un maximo de 200nm

15



que corresporde a la transicidn de gran intensidad de las transiciones
n.n % electrénicas del anillo aromatico. La otra banda a 270nm
corresponde a las transiciones electronicas que producen la coloracién
amarilla y un hombro a 298 nm. Ademas, la generacién del color indica

la formacién de un grupo croméforo come el -C=N-,

VALORES ESTADISTICOS.

Se calculareon los intervalos de frecusncia para p con n = 8 y
P = 3 donde n es el numero de muestras por marca, p es la proporcién
poblacional estimada por medioc de '|-3 que es la que se encontrd es la
muestra analizada Ccuadro 4).

Se encontrd para cada caso la distribucién binomial por medio del
paquete ostadistico STATGRAPH en donde se pidieron los valores
criticos para una probabilidad de 0.95 a la derecha de la distribucién
y 0.08 a la izquierda (figura 9), también se calculé el IC para el
total de muestras positivas por el mismo métedo Cfigura 10).

DISCUSION.

La variacién de la estequiometria no afecta el producto de
reacecién, por lo tanto, la reaccién entre el cloranfenicol y 1la
isoniazida es 1:1. La reaccidén es selectiva hacia un sélo tipo de
grupo funcional, el carbonilo. No obstante, éste metodo de
identificaciédn podria ser interferido .por un grupo cetona o aldehido,
grupos que se podrian encontrar en la leche, de cualquier manera no se

debe a una sustancia que deba considerarse como componente de la leche

18



pues .no se presentd en todas. Si la sustancia que reaccioﬁo con la
izoniazida no es el cloranfenicel a pesar de los conLrBles llevados a
cabo, si es un producto "no lacteo", el cual constituye por este hecho
un peligro para la salud, por lo que puede recurrirse en un estudio
subsecuente a determinar la correlacién en el hallazgo do
vcloranfenicol. mediante espectrofotometria con creomatografia de alta
regsolucidédn a t'in de establecer un método de campo que permita la
viglilancia mas estrecha del uso de este antimicrobiano

Las implicaciones de estos hallazgos son evidentes; tanto por la
generacién de cepas resistentes de patédgenos potencialmente mortales
como la Sallmonella ssp, como la reaccidén autocrnmune de individuos
susceptibles al grupo nitrobenceno. El peligro es insoslayable, se ha
informado de la anémia aplastica con el contacto del organismo con
cantidades minimas, como en el caso de las gotas oftélmicas que
contienen cloranfenicol C1D. Por ésta razoén, no se permiten ni existen
niveles de tolerancia de cloranfenicol en productos de origen animal
en paises avanzados, y quizid este hallazgo sensibilice a las
autoridades a observar con mayor rigor la vigilancia de leche comc
estipula la Ley General de Salud, en el reglamento correspondiente al
control sanitario de la misma en el que no se permiien residucs de
medicamentos en leche. '

Si bien la metodologia puede mejorarse para encontrar niveles de
cloranfenicol por debajo de los limites de sensibiliaad de éste

ensayo, principalmente utilizande métodos cromatografices, el volumen

17



de muestras que es necesario evaluar hace poco practico dicho enfoque.
De cualquier manera, es necesario proceder con energta y prontitud; no
solo realizando sondeos periddicos para verificar que no exista
cloranfenicol en 'los productos de origen animal, sino también

ejerciende un control mas estricto en la importacidén de antibidticos y

las ventas clandestinas de éste y otros principios activos.

i8
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Figura 1. Curvas de estandares y valores de recuperacién
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Figura '2,Curva sspectinfdtométrica del:cloranfenicol.a 270nm
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Figura 3 . Curva espectrofotomdtrica de una muestra de leche

€ ' ( PPE)con presencia de cloranfenicol.
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Figura {;'Cprvafesbectrafét métyic
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Figﬁ:a 5.;Cux;\£n gsp’e’ctx’:c’;fatnméérica‘de‘una muestra de leche
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'Figura 6, Curva espectrofotométrica de una muestra de leche

H (PPE) con presencia de cloranfenicol.
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Figura 7 .Curva eapectrofotométrica de una muestra negativa

a cloranfeniceol de leche F {( PPE, }.

ABSORBARCE

0.20792

0.ce810

-.03573

~+15755

~e27937

~0119 L1 1 T —r -~ T T
200 300 400 500 700 800
WAVELENGTH
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Muestra::

11

[E] S B - -8 222 e B o
1 4° 1.085 0.025 & 2 2 2 wx 0021 5 .ug
2 4 1.8 o002 € 2 2 2 wm 0.027 10 ug
3 4 1.686 0.04 -] 2 a2 2 ww 0,088 20 ug
4 4 1.94 0.08 8 2 2 2 wx 0,001 30 ug
5 4 1.2 0.08 & 2 2 2 e 0.118 40 ug
MLB 4 - - -] 2 2 2 e (o] -
ML 4 1.94 0.06 6 2. 2 2 we 0.050 17 pg
ML2 4 1.04 0.08 8 2 2 2 e 0.048 16 ug

1. Buffer de fosfato pH en ml.

2. Agua destilada en ml.

3. Solucidén Stok de cloranfenicol.

4. Acetato de amilo en ml.

5. % Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos, el

sobrenadante se recupera y agitar 10 minutos.

6, Sobrenadante en ml.

7. Solucidén da NaCH al 1.5 N en mi.

8. Solucidén de LsonLazida al 3 % en ml.

9. % Incubar a 30°C por 45 minu!.cs

10. Abserbancia 430 nm.

11. Concentracién de cloran(’enicol por ml de muestra,

3 = Reactivo blanco.

MLB = Muestra lactea blanco.

ML1 = Muestra lactea

MLZ2 = Muestra lactea duplicada.




Cuadro 2. Presencla de cloranfenicol en leche

Con-. Leches Ultrapasteurizadas Leches Pasteurizada

trol Preferente Especial
Blance A B [ D E F G
- + + - + + + +
- + + - - + + -
- + - - - - - -
- - - + - - - -
- - - - + - - -
- - - + + + - -
- + - - - + - -
- + - + + + - -




Cuadro 3. Frecuencia de residuos de cloranfenicol

en leche comercial.

Leches comerciales No. de muestras Porcentaje
Control Cblanceod 8 0.0 %
A Ultrapasteurizada 8 82.5 %
8 Ultrapasteurizada 8 25.0 %
C Ultrapasteurizada 8 37.8 %
D Ultrapasteurizada 8 ) 50.0 %
E PPE 8 82.5 %
F PPE 8 25.0 %
G PPE 8 12.0 %
H FPE 8 37.8 %
TOTAL 64 39.06%




Cuadro 4. Intervalos de confianza para P

connﬂByPSE

Leches comerclales ) Intervalo de confianza para P=0.0S
A Ultrapasteurizada 30 - 80 %
B Ultrapasteurizada ) O - 40 %
C Ultrapasteurizada 10 - 50 %
D Ultrapasteurizada 20 - 80 %
E PPE 380 - BO %
F PPE T - 40
G PPE o - 30%
H PPE 10 - 50 %
Total ) 19 - 31 %
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