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Resumen

La contaminacién por aflatoxina, vomitoxina, zearalenona, ocratoxina, T2/HT2 vy
fumonisials, son presentados constantemente en los cultivos de maiz. Eiste una escasez de
estudios en el Pertd bdsicamente en la region San Martin sobre el nivel de cﬂaminacién,
por lo que estos cambian debido a las condiciones ambientales y geograficas. El objetivo de
la presente investigacion fue la determinacion de micotoxinas a través de la metodologia de
Elisa en el en maiz amarillo en 4 localidades de la regién San Martin, el método Elisa
competitivo consistié en efectuar las lecturas de las muestras para determinar la presencia
de las micotoxinas. El total de las muestras analizadas fueron 18 por cada zona, haciendo un
total de 72 andlisis por las 4 zonas. Los niveles de aflatoxina fueron bajos entre las
localidades de ojos de agua, Centro de Poblado de Consuelo, Caserio de Nuevo Chimbote,
sin embargo, la localidad Centro Poblado de Winge, presento mayor contenido de aflatoxina
(29 4 ppb, 30.8 ppb), superando ligeramente los valores maximos permitidos segtin la tabla
de Gimeno (2006) y la tabla 8 de Alltech (2017). Los valores de vomitoxina, fumonisinas,
ocratoxina, T2/HT?2 y zearalenona, no presentaron niveles altos en todas las localidades. Se
utilizé el Disefio Experimental al Azar en esta investigacién y fueron comparados por
ANOVA aun grado de significancia del 5%. Al realizar la prueba de ANOVA, los valores
de aflatoxina y ocratoxina fueron significativos. Los resultados evidenciaron una
contaminacién moderada por micotoxinas a excepcién de la aflatoxina que presento

resultados por encima a los limites maximos permisible en el maiz amarillo.

Palabras clave: Aflatoxina, ocratoxina, T-2/HT?2, vomitoxina, zearalenona, fumonisina

maiz amarillo, ELISA competitivo directo




Abstract

Contamination by aflatoxin, vomitoxin, fumonisins, ochratoxin, T2/HT2 and zearalenone
occurs frequently in corn crops. There are few studies in Peru, mainly in the San Marti

region, regarding the degree of contamination, which varies depending on geographical and
environmental conditions. The objective of this research was the determination of
mycotoxins by the Elisa method in yellow corn in 4 localities of the San Martin region. The
competitive Elisa method consisted of reading samples to determine the presence of
mycotoxins. The total of the samples analyzed were 18 for each zone, making a total of 72
analyzes for the 4 zones. Aflatoxin levels were low among the localities of Ojos de agua,
village of Consuelo, village of Nuevo Chimbote, however, the village of Winge, presented
higher aflatoxin content (294 ppb, 30.8 ppb), slightly exceeding the maximum allowed
values according to Gimeno's table (2006) and Alltech's table 8 (2017). Vomitoxin,
fumonisins, ochratoxin, T2/HT2 and zearalenone values did not show high levels in all
locations. The statistical design used during the investigation was a Completely Randomized
Experimental Design and they were compared by ANOV A ata 5 % significance level. When
the ANOVA test was performed, aflatoxin and ochratoxin
were ssignificant. The results showed moderate mycotoxin contamination with the exception

of aflatoxin, which showed results above the maximum permissible limits for yellow corn.

Key words: Aflatoxin, ochratoxin, T-2/HT2, vomitoxin, zearalenone, fumonisin yellow

corn, direct competitive ELISA.




INTRODUCCION

Uno de los cultivos mis significativos en Peri es el mafz amarillo. Bisicamente en la
zona San Martin, y en gran parte el maiz amarillo se utiliza para alimento balanceado y
destinado a la produccién avicola, la producciéon en la provincia san Martin fue

aproximadamente 126,000 toneladas en 44,000 hectdreas segtin (INIA, 2020).

El maiz amarillo durante su cosecha y postcosecha esta expuesto a ataques de toxinas
microbianas. Estos organismos generan metabolitos segundarios, como resultado de esto, el
sistema inmunolégico del animal se debilita, permitiendo la entrada de mds agentes
microbianos y resultando en enfermedades recurrentes. Estos problemas incluyen problemas

hormonales, respiratorios, nerviosos y hepdticos (Soriano, 2007).

Micotoxinas, proviene del l1éxico griego con las palabras: mikess v toxina, lo cual su
significado son hongo y veneno, en el orden presentado. Algunos hongos son capaces de
producir compuestos toxicos secundarios durante su fase de estasis, lo que puede tener
efectos perjudiciales graves para la salud del s&humano como animal. Estas sustancias
téxicas se denominan tipicamente mico toxinas (Fokunang et al, 2006; Soriano, 1997). Dada
su naturaleza inevitable e impredecible, la contaminacion de los alimentos con mico toxinas

plantea una preocupacion tinica para la seguridad alimentaria (Lopez, Garcia et al., 1999).

Los alimentos y las raciones son contamjnadﬁ constantemente por la Aflatoxina,

Fumonisinas, Zearalenona, Vomitoxina, Ocratoxina, y la toxina T — 2 (Pereira et al., 2014).

Es por ello que en esta investigacion se presenta la forma de evaluar, cuantificar e
identificar las micotoxinas que se encuentra en mayor cantidad en el maiz amarillo y
compararlo con los demds tipos de maiz, incluidos en la alimentacién animal utilizando el

método Elisa.




Este trabajo tuvo por objetivo general:

. Cuantificar las micotoxinas en maiz amarillo por el método de Elisa en la zona

San Martin.

Para el alcance del objetivo general es necesario detallar objetivos especificos, los cuales

son:

. Prescribir la presencia de micotoxinas en granos de maiz producidos en Ojos de
Agua, Centro Poblado de Winge, Provincia de Picota, y en el Centro de Poblado
de Consuelo, Caserio de Nuevo Chimbote, Provincia de Bellavista por el método
Elisa.

. Comparar los resultados obtenidos con los valores de la tabla FAO y OMS
(Limites Permisibles) y ALLTECH (Niveles de Riesgo).

. Establecer el valor proximal del maiz amarillo por la técnica espectrofotémetro

infrarrojo cercano (NIR).




.
CAPITULOI

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.Antecedentes de la investigacion.

Castro, Alvarado, Koga, & Tinoco (2015) realizaron la investigacion que lleva el
titulo de “Cuantificacion de micotoxinas en componentes de consumo usados en el
estipendio de aves comerciales”, en la cual cuantificaron disposiciones de las toxinas
microscopicas ocratoxina y toxina T-2 en dos componentes alimentarios de uso comtin en
diferentes dietas aviares. Las mismas mues&as que se recibieron para andlisis entre 2007 y
2011 fueron examinadas para la presencia de ocratoxina A ené39 muestras de maiz y 64
tortas de muestra de soya, y para la presencia de toxina T-2 en 193 muestras de maiz y 144
tortas de muestra de soya. Sus resultados mostraron un 66,2 y un 674 % de resultados
positivosal la prueba del laberinto para ocratoxina y T-2, respectivamente. Ademas, las
muestras de torta de soya fueron positivas para ocratoxina y toxinas T-2, respectivamente,
enel 71,9 y el 88,9% de los casos. De acuerdo con las recomendaciones de la Comision de
Europa, ninguno de sus productos logré superar los limites permitidos de ocratoxina y T-2
(2006/576/EC).

Mejia (2014) realizé una investigacion sobre los niveles de aflatoxinas en productos
derivados de cereales de uso humano en los mercados de Trujillo (Peri), y determiné la
aumulacién de mico toxinas tipo Aflatoxina en mercancias terminadas de cereales vendidos
en los mercados de la ciudad de Trujillo, Perd, y consumidos por sus residentes como
objetivo principal del estudio. Para su deteccién, el autor utilizé el método competitivo
ELISA acoplado a un espectrometro que opera a una longitud de onda de 450 nm. Analizo
harina de va&'os granos comprados en Trujillo como trigo, avena y maiz. Los niveles de
Aflatoxinas de 1,0 ug/kg y 1.2 ug/kg, que son las que estin permitidas en porciones
inferiores a 20 ppb en varios paises, se determinaron cuantitativamente en harina de maiz
con un valorde 12,5%.

Reyes (2016) en su investigacion, “determino la Zearalenona, Deoxinivalenol y
Aflatoxinas en rastrojos de maiz ('asedfmas en México, Jalisco, Tepatitldn”, determiné que
las concentraciones de Zearalenona, Deoxinivalenol y Aflatoxinas en rastrojo de maiz
amarillo y blanco que se cultiva en el municipio de Tepatitlan, Jalisco. Los resultados
muestran una aguda proporcién de aflatoxinas totales (88.2 %) y AFB1 usando HPLC (84

%), el autor sefiala que ninguna muestra superd el maximo nivel que se recomienda por la




ley de México para los niveles de aflatoxina en alimento de animal (20 mg. Kg-1), sin
abargo, 235 % de la muestra determinada por HPLC excedieron los limites permitidos
para A]El por la Comunidad Europea (5 mg. Kg-1).

La Organizacion Mundial de la Salud indico en 1985 que alrededor del 25% de los
cereales del mundo estaban contaminados con mico toxinas. Sin duda, estas cifras han
aumentado desde entonces como resultado del aumento de las importaciones y
exportaciones de semillas y cereales en todo el mundo, asi como de las cambiantes
tendencias ambientales y climéticas (Devegowda, 1998).

Segtin el Centro de Investigacién en Optica (2017) realizaron estudios en México,
realizaron un andlisis a través de ELISA encontrando resultados que se presentan en la tab
1. El 100% de las muestras en los granulos de maiz tienen presencia de OTA, vy la
concentraciéon promedio fue de 3.41pug/kg con rangos de concentracion entre 2.73ug/kg -
4.16pg/kg. Ninguna de las muestras de granos de maiz tuvo concentraciones superiores a las

permitidas por la Unién Europea.

Tabla 1
Valores de Valores de ocratoxina en muestras de maiz y derivados
Producto Numero Incidencias Concentracién Intervalos de Limite
UE
de PEElnedio s
Muestras (Hg/Ke) Concentracién(ug/Kg) (Utgg)fl(
Granos de maiz 18 34 273-4.16 5
Cereales para
desayuno 4 100% 35 3.19-3.69
Frituras de maiz 7 321 2991 -6.51 3
Harina de maiz 2 3.38 298 -344

Fuente: Centro De Investigaciones En Optica (2017)

1.2. Bases tedricas.

1.2.1. Generalidades del cultivo de maiz

El maiz (Zea mays L) es uno de los cultivos mas diversos del mundo y es uno de los

mads antiguos, con mds de 7.000 afios. Se utiliza para alimentar tanto a humanos como a todo




tipo de animales, desde pdjaros hasta bovinos y ganado lechero: ocupa el tercer lugar en la

cadena alimentaria mundial detrds del arroz y trigo (Nole, 2012).

1.2.2. Origen y distribucién del maiz

Se desconoce la ubicacién exacta del origen del maiz, pero hay indicios de que estuvo
presente en México hacia el afio 5000 a.C., lo que significa que este se produjo en el sur de
Centroamérica y México, con un genético origen secundario en los valles altos de paises
como Bolivia, Ecuador y Peri. Actualmente, este tiene una distribucién masiva
geograficamente y se encuentra en Centroamérica, al sureste, este y oeste de los Estados

Unidos (Cazco, 2006).

1.23. Importancia del cultivo de maiz

El maiz se consigue como uno de los cultivos con mayor importancia a nivel mundial
y el cereal de grano con mayor nivel de uso industrial. Solo el trigo y el arroz son mas
abundantes que el maiz, que actualmente tiene el tercer puesto dentro de todos los cereales
en el mundo en cuanmﬁ produccién. Ademads, el mundo obtiene el 15% de la proteina y el
19% de las calorias en 20 pafses en desarrollo, principalmente en América Latina y Africa,
del maiz. Los beneficios y usos del maiz son numerosos, ya que puede usarse muchas de las
partes esenciales de la planta, no solo el grano. La industria farmacéutica también hace un
uso extensivo de ¢l como materia primaria para producir productos derivados y uso del

consumidor en la industria alimentaria (Nole, 2012).




1.24. Taxonomia del maiz amarillo.

Desde el punto de vista de Valladares (2010), el maiz se distribuye de la siguiente manera
taxonémicamente:
Reino: Plantae

Divisién: ~ Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae

Género: Zea
Especie: mayz
Nombres Comunes: Maiz, morochillo, maiz duro amarillo.

Nombre cientifico: Zea mayz L

1.2.5. Consideraciones a tener en cuenta para el uso de granos contaminados

e Evitar el uso de las partidas de grano rigurosamente atacadas por hongos.

o Utilizar secuestrantes que se adhieren a determinadas mico toxinas facilitando su
eliminacidn a través de las heces.

e Evitarutilizar las partes mds contaminadas en los miembros mds vulnerables de la planta,
como animales jovenes o animales reproductores.

¢ Reducir la concentracién del veneno mezclando granulos menos contaminados.

e Siempre se recomienda asesorarse con un profesional de confianza.

e Nunca use granos dafados por hongo para la nutricién humana.

e Los alimentos elaborados con granos que no se consumen de inmediato también pueden
contaminarse con mico toxinas, por lo que deben almacenarse en ambientes frescos y
secos para evitar el crecimiento de hongos,

(INTA, 1993).

1.2.6. Factores que influyen en la conservacion de los granos almacenados.

Segiin (Enciclopedia agropecuaria, 1995), las semillas deben almacenarse en

condiciones que permitan tiempos adecuados de conservacién y eviten el crecimiento de




microorganismos e insectos que provoquen su deterioro. Ademas, afirma que los siguientes
factores tienen el mayor impacto en el almacenamiento: mantener la humedad del grano es
el aspecto mas crucial para mantener su calidad, ya que tiene la capacidad de absorber o
reponer la Enedad, por lo cual se han establecido una serie de niveles reaﬁendados de
contenido de humedad para el almacenamiento del grano. La humedad de equilibrio,
depende de la humedad relativa y la temperatura exterior, es una consideracién importante.
Temperatura del granulo: las variaciones de temperatura generan corrientes de aire que
mueven la humedad de un drea de la masa del granulo a otra, lo que provoca migraciones de
humedad; existe una clara correlacién entre la temperatura del grano almacenado y los

insectos que lo infestan también.

1.2.7. Espectroscopia de Reflectancia en el Infrarrojo Cercano (NIRS)

El procedimiento es fundamentado en que la luz (energfa) afecta la ml&tra, algunos
de los fotones pasan mediante ella y lo demas es absorbido. Las conexiones entre Carbono
e Hidrégeno (C-H), Oxigeno e Hidrégeno (O-H), y Nitrogeno e Hidr6geno (N-H), que son
los tres elementos esenciales en estructura fundamental de las sustancias organicas, vibran
de diversas formas como resultado de la absorcién de energfa de la exposicién (Cozzolino,
2002).

La Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIR)_gs un tipo de vibracion
espectroscopia que emplea energia fotonica (hv) en el rango de energia de 2,65 x 10-19 a
7,96 x 10-20 I, que corresponde a la gama de longitud de onda de 750 a 2500 nm (mimeros
de onda: 13.300 y 4,000 cm-1). Este rango de energia es mayor que la necesaria para
promover moléculas sélo a sus estados vibracionales excitados mas bajos (a través de una
transicién vibracional fundamental) y la mds baja de lo habitual valores necesarios para la
excitacion de electrones en las moléculas (a excepcion de algunos compuestos de tierras
raras) (Pasquini, 2003).

La relacién entre materia y energfa se adhiere a la Ley de Beer Lambert, que indica
que las absorbencias de cada longitud de onda son de acuerdo a la concentracién o cantidad
de la molécula o absorbente presente a lo lardo de los caminos recorridos por las radicaciones

(Alomar, 1998).




1.2.7.1. Anilisis mediante tecnologia NIRS

La complejidad del NIR hace que sea esencial que se utilicen técnicas matemadticas
(quimio métrica) que permitan leer, comprender y modelar grandes conjuntos de datos

(Castillo, 2007).

Estas técnicas utilizan espectroscopia, estadisticas y computaciones para producir
el modelo matemdtico que se relaciona con el cambio de energia en las regiones
correspondientes a los rangos cercanos con la longitud de ondas entre 800 y 2500 nm con la

presencia de grupos quimicos activos (Vazquez et al, 2004).

Los pasos involucrados en el uso de la tecnologia NIRS son los siguientes:
selecciones de muestra, recopilaciones de informacidn, lecturas espectrales, procesamientos
matemdticos, demostraciones de ecuacién, validaciones y, para finalizar, rutinas analiticas

(Saliba et al., 2003).

Los beneficios de este proceso iﬁluycn poder brindar datos en cuanto a la
estimacién de los alimentos rdpidamente, es un método no destructivo que necesita un
minimo manejo de muestra, minimiza el dafio del ambiente y ser un método multi analitico
de precision alta que ayuda a la prediccion simultinea de mlﬁoles factores. Cuando el
espectrofotémetro estd calibrado, el uso de NIRS reduce los costos de andlisis para los
usuarios que los necesitan, lo que la convierte en una tecnologia con amplia aceptacion a

escala mundial (Vdsquez et al., 2004).

1.2.7.2. Calibracién NIRS

Es necesario realizar una calibracion para la prediccion de las composiciones
quimicas de una muestra. Para hacerlo, es necesario tenmer una gran coleccién de
representativas muestras, recopilar los datos espectrales, estudiar la muestra utilizando un
método de referencias y validando las 12 ecuaciones resultantes utilizando muestras que no

estdn incluidas en el conjunto de muestras de calibracion (Garrido et al., 1996).




1.2.7.3. Caracteristicas de la muestra

La muestra debe ser sometida a las preparaciones suaves y homogéneas (molienda)
con molino ciclénico y particulas diminutas de alrededor de 1 mm para que se mantenga un
camino efectivo dptico que sea constante. Adicionalmente es recomendable el uso de los
mismos tamafios para los desarrollos de la calibracién y para los andlisis NIRS de la futura

muestra (Garrido et al., 2003).

1.2.7 4. Aplicaciones del NIRS

Existen numerosas aplicaciones de la espectroscopia de reflectancia del infrarrojo
cercano; entre estos resaltan las rupturas certeras en algunos andlisis como la presencig de
fibras tanto en forrados procesados y frescos (Cozzolin&et al, 2003 y Alomar,1998), en la
determinacién de la digestién cinética en maiz hibridos, la composicién quimica de semi&s
de trigos, y comestibles (Viasquez et al., 2004). Los parametros de evaluacién son

presentados en la tabla 2

Tabla 2.

Pardmetros de evaluacion nutritiva tradicionalmente analizados por NIRS.

Quimicos Biologicos

Minerales Digestibilidad enzimdtica

Extracto de etéreo Minerales Energia (EB.El) (EM, EN
Cezina Ingestién de materia seca

fibra (FB, FNB FAD LAD) Digestibilidad in vitro, T&T
Proteina bruta Nutrientes Digestibles Totales
Materia seca Digestibilidad in vivo

Fuente: Garrido (1996)
1.3. Meétodos analiticos.

1.3.1. Métodos inmunoquimicos

El ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA) es posiblemente la técnica

inmunoldgica mds utilizada para determinar la presencia de microtoxinas entre todas las
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metodologias inmunoldgicas descubiertas (Pereira, Fernandez & Cunha, 2014).

1.32. ELISA.

Es una técnica que hace uso de principios tanto inmunoldgicos como enzimaticos para
permitir detectar determinados antigenos o estudios en una muestra. Todas las pruebas
ELISA contienen estos componentes: los antigenos o anticuerpos especificos marcados con
unas enzimas, unos soportes, unos sustratos que las enzimas convertirin en productos

detectables y unos sistemas para ser detectados (Pereira, et al 2014).

Si bien ELISA puede ser realizada de diversas formas, incluso a través de pruebas
directas, pruebas directas competitivas y pruebas indirectas competitivas, las pruebas
directas competitivas son las mas comunes (Kos, Jani, Krstovi, Mastilovi, Sari y Yonano,

2016).

:
1.3.2.1. ELISA competitivo directo

Labase de este tipo de ELISA es la competitividad entre las micotoxinas presentes en
las muestras y los conjugados (micotoxinas que son marcadas a través de la enzima,
cominmente la peroxidasa, asi como la fosfatasa alcalina y § — galactosidasa) en las mismas
partes donde se unen las mismas en las estructuras inmovilizadas en la superficie sélida del
anticuerpo porque se concentran de conjugados y anticuerpos son constantes, las relaciones
entre las intensidades de los colores y las concentraciones de toxinas es inversa (Turner,
2009).

Procedimiento:

e El anticuerpo anti-micotoxina es inmovilizado en el soporte insoluble se inmoviliza
en un soporte insoluble (por ejemplo, una esfera de nailon o material plastico, una
tarjeta pldstica o una placa de micro titulacién).

e Lavar para prescindir las antitoxinas fijas deficientes o no fijados.

. Adicionar la muestra que se estudiard y el conjugado, para la deteccién de la
micotoxina.

e Paralelo, es afadido solamente el conjugado.
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e Paradeshacerse de los antigenos que no hayan respondido con el anticuerpo se lava.

e Se afade una sustancia que actiia como peroxido de hidrogeno oxidante cromégeno.
La interaccién entre el anticuerpo del conjugado y su micotoxina estd controlada por
la enzima que actia sobre el sustrato.

e Seguidamente se agrega la solucion de “stop”.

e Lalecturacolorimétrica de la produccion final ya coloreado de las dos pruebas y son
comparados los resultados. Si las lecturas de las dos pruebas se pueden llegar a
comparar, el antigeno de la muestra que se estd estudiando no tiene relacion con los
anticuerpos colocados para el tapizado dﬁ soporte. Si se encuentra una diferencia
entre las lecturas de las dos muestras, el antigeno de la muestra en estudio, se
encuentra relacionada serolégicamente con el anticuerpo colocado para la tapizacién
del soporte y la diferencia sobre la densidad optica esta relacionada con la agrupacién

del antigeno emitido en la muestra (Zheng, et al 2006). (Ver figura 1).

(2 Conjugado (micotoxina - enzimsa) ® Mic ina de sira en di
¥  Anticuerpo anti — micotoxina S Substraio
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= = = = =
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Figura 1: ELISA competitiva directo de micotoxinas (Zeng, et al 2006).

(s) (s)

1.3.2.2. Kit Elisa para Micotoxinas

Veratox para micotoxinas es un andlisis competitivo enzimo-inralnoadsorcién en
formato de gota que permite obtener agrupaciones precisas sefaladas en partes por mil
allones (ppmm) y partes por millén, dependiendo de la micotoxina en estudio. Es aceptable
que la micotoxina libre de pantallas y controles compita con la micotoxina enzimo marcada
(unida) por los sitios anticuerpo. Después de lavaéo son agregadas sustancias que actian
con la muestra absorbida para la produccion del color azul, mds tono azul indica menos

micotoxina. El andlisis realiza en el lector de bolsillo para la obtencién de las densidades




12

dpticas. La curva tipica se dibuja usando las densidades Gpticas de los controles, y luego las
densidades dpticas de la muestra se grafican contra esa curva para determinar la cantidad

precisa de micotoxina presente (Engvall, 1975).

2
1.3.2.3. Analizador de Elisa.

El analizador ELISA es un espectrometro cientifico creado para realizar la lectura de
los resultados de una técnica utilizada para comprobar la presencia de determinados
antigenos 0 anticuerpos en una muestra; la reaccidn que resulta puedcqcr leida por el
espectrémetro. Lector de ELISA es otro nombre por el que se le conoce, y la palabra ELISA

inglesa Assay es el acronimo de las palabras en lengua (Washington, 2005). (Ver figura 2)

Figura 2: Analizador ELISA (Washington, 2005).

1.3.2 4. Especificaciones Técnicas del Analizador Elisa:
7
Capacidad de alimentar hasta 3 tiras con las pruebas deseada (Washington, 2005):

v" Pantalla téctil interactiva LCD con la opcién de uso con ratén de USB

v" Los porta-tiras vienen en dos estilos, 3x12 0 3x8

v Capacidad de lectura de Bicromdtica

v' El modelo estdndar incluye cuatro filtros: 405, 450, 492 y 630 y tiene capacidad de hasta
seis filtros a su eleccion.

Filtros disponibles desde 340nm hasta 700 nm.

Lleva a cabo cdlculos de curvas solicitadas por el usuario

Impresora incluida con capacidad de impresion de grificos

La memoria permanente almacena hasta 120 resultados

-0 BN

Cuenta con 50 canales para almacenaje de pruebas
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v" Los lectores del Stat Fax® utilizan los filtros del IAD
v Dimensiones: 24 x 34 x 13 cms. Peso: 4.5 kgs.
v" Velocidad: 3 segundos por lectura Certificaciones: CE NRTL

1.3.2.5. Principios de Operacién.

Es un instrumento utilizado para leer la respuesta fluorescente, quimjolumigscente [
cromogénica del ELISA en una placa de 96 pocillos, esto tiene a disposicion rejillas de
difraccion que delimitan el rango de longitudes de onda a las que se son usadas en el método
ELISA, la cual normalmente es realizada a través de longitudes entre los 400 y los 750 nm
(nandémetros), el umbral de Ectura para micotoxinas es de 650 nm. Los sistemas opticos de
muchos fabricantes utilizan fibra ptica para transmitir luz a los pozos de la placa, donde se
estd la muestra en andlisis. La luz que atraviesa la muestra tiene un didmetro que varia entre
1 y 3 mm. La energia de la luz de la muestra es recibida por un sistema de deteccién, que
luego la amplifica, determina su absorbancia y la convierte en informacién que puede usarse
para interpretar los resultados de la prueba usando un sistema de lectura. Las muestras de la
prueba ELISA se colocan en plaas especialmente disefladas que tienen una cantidad
especifica de pocillos o recipientes en los que se lleva a cabo el procedimiento o la prueba.
Son comunes las placas de 8 columnas por 12 filas, con un total de 96 pozos (Washington,

2005).

1.4. Micotoxinas

Los subproductos téxicos conocidos como mjcgoxinas son producidos por ciertos
microorganismos que se desarrollan en componentes, como Aspergillus y Fusarium sp. El
nombre "micotoxina" fue usado por primera vez en 1960 luego morir mas de 100,000 aves
(pavos) debido al consumo de harina cacahuate que estaba contaminado con aflatoxina

(Bannett y klich, 2003).

Actualmente han sido descubiertas una 300 micotoxinas, pero pocas han recibido un
estudio siaificativo debido a su peligro potencial para la salud animal o humana. Las
disparejas especies de hongos y sus micotoxinas con alto interés biolégico o econdémico son

detallados en la tabla 3 (Mello y Donald, 1997).
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Tabla 3
Principales especies productoras de micotoxinas.
Especies fungicas Micotoxinas
Aspergillus flavus y A. parasiticus Aflatoxinas
A ochraceus, Peniilliun viridicatun y P. ]
. Ocratoxinas
cyclopium
Fusarium culmorum F. graminearum y F. poae Zearalenona
F. culmorum, F. graminearum y F. o
S Vomitoxinas
sporotrichioides
E. proliferatum y F. verticillioides Fumonisinas
E. sporotrichioides y F. poae T-2 toxinas

Fuente: (Mello y Donald, 1997).

1.4.1. Factores desencadenantes de la produccién de micotoxinas.

Hay varios tipos de hongos que pueden llegar a presentar toxinas en los componentes
alimenticios, pudiéndose producir en el crecimiento de estos cultivos o después de
cosecharlos o cuando son ;H‘naccnaclos, transportados y precesados, ademads de la utilizacién
de semillas en las granjas. La temperatura, la humedad y la actividad de varios insectos son
causales ambientales que pueden llegar a ayudar a producir la propagacion y el nacimieﬁo
de los hongos, ademds de producir las micotoxinas. Ademds, son significativas las
condiciones desarrolladas durante la fabricacién, el almacenamiento y el transporte

(Sweeney y Dobson, 1998).

Los hongos productores de micotoxinas generalmente llegél a crecer a temperaturas
que difieren entre -3°C hasta 40°C, con valores de PH entre 2.0 y 10.0 y por encima de 0.77-
0.99 de actividad de agua (aw). Sin embargo, cada género tiene sus propias condiciones
tinicas, como se muestra en la Tabla 4, que enumera las condiciones para que se produzcan

las micotoxinas por varios hongos (Sweeney y Dobson, 1998).
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Tabla 4
Condiciones propicias de produccion de micotoxinas por diferentes hongos
Temperatura °C PH Actividad de agua (Aw)

Especie Rango Max. Toxin  Rango Cto. Max. Toxin Rango Cto. Max. Toxin
Cto. produccién produccién produccién
Aspergillus spp 12 -40 27-33 22-80 5-6 0,77 - 0,88 0,82 -0,99
Fusarium spp 0-31 22-28 2,0-6,0 3-4 0,85-097 0,85 -0.87
Penicillium ssp -3-40 15-30 2,1-10,0 5-7 0.80-095 0,80 - 0,86

Fuente: (Sweeney y Dobson, 1998).
1.4.2. Principales micotoxinas en Piensos y materia primas.
En el mundo mas del 25% de la produccion de alimentos, segiin la Organizacion para

la Agricultura y la Alimentacion (FAO), estd contaminada en cierta medida por micotoxinas

(Lawlor y Lynch, 2001).

Casi todos los hongos se desarrollan con semjllaSé producen sus toxinas en
circunstancias adecuadas. Como resultado, se puede estimar que entre un 25 y un 40% de

los cereales pueden estar contaminados con una 0 mas micotoxinas (Pittet, 1998).

De esta manera, los cereales demandan una mayor vigilancia debido a los porcentajes

de que probablemente estan contaminados,

ademds de su alto consumo tanto por parte de humanos como de animales. Anexo a ello, la

concentracién e incidencia de micotoxinas en estos componentes varia segtin la ubicacién

geogrifica y el afio. En la figura 3, se muestra los factores que afectan al crecimiento fiingico

y la produccién de micotoxinas.
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Figura 3: Factores que afectan al crecimiento fiingico y la produccién de micotoxinas (Denli y Pérez,
2006).




En la tabla 5, se muestra las incidencias de las micotoxinas por zonas geograficas.

Tabla 5.

Incidencia de micotoxinas por zonas geogrdficas.

Localizacién

Micotoxinas

Europa occidental
Europa (Este)

Ameérica del Norte

América del Sur

Ocratoxinas Vomitoxina, zearalenona
Vomitoxina, aralenona

Ocratoxinas Vomitoxina, zearalenona, Aflatoxina

Aflatoxina, Fumonisina, Ocratoxina,Vomitoxina, T-2
toxina

Africa Aflatoxina, Fumonisina, Zearalenona
Asia Aflatoxina
Australia Aflatoxina, Fumonisina

Fuente: (Devegowda et al., 1998).

1.4.2.1. Aflatoxina.
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Son el grupo de micotoxinas mads estudiadas hasta el manento, producidas

principalmente por los hongos del género Aspergillus, se consideran las micotoxinas mds

riesgosas generadas por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. La presencia de estos

ngos estd muy extendidaen climas templados, tropicales y subtropicales, tanto antes como

después de la recoleccion de oleaginosas, frutos secos y cereales. (Coker, 1997).

1.42.2. Ocratoxina (OTA)

Durante el almacenamiento de las recolecciones Aspergillus ochraceus y penecillium

viridicatum producen esta sustancia. La Ocratoxina es producida naturalmente en una

extendida diversidad de componentes vegetales, incluidos cereales, legumbres y frutos

secos. Se le considera mas téxica que la aflatoxina en los pollos, es nefrotéxica y tiene

particular importancia en la industria avicola (Varga, Kevei, Rinyu, Teren y Kozakiewicz,

1996).

1.4.2.3. Fumonisina

Son una clase de micotoxinas (FB1,FB2, FB3) se producen debido al fusarium
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moniliforme. La razén principal del creciente interés en estas micotoxinas es que con
frecuencia estin presentes en el mafz y sus subproductos (Ross, Nelsonm, Richard.,

Osweiler, Plattner y Wilson, 1990).

1.42.4. Zearalenona

Esta micotoxina, concretamente Fusarium graminearun, es un metabolito secundario
con caracteristicas estrogénicas que es producido por hongos del género Fusarium. Los
micelios y esporas de los hongos citados crean pigmentos rojos o amarillos. Esta micotoxina
se puede encontrar éjmo una contaminacién alimentaria natural en una variedad de
alimentos, incluidos el maiz, el arroz, la avena, la cebada y trigo, siendo el maiz o la harina
los mis significativos, es una micotoxina con actividad estrogénicas que actia interfiriendo

el sistema hormonal del aparato reproductor (Shier, 1998).
1425. T2Y/HT2

Pertenecen a la familia de los Tricotecenos, estos compuestos presentan actividad
citotoxica e inmunodepresiva. Contaminantes naturales en muchos productos agricolas,
principalmente en maiz y tri%. Su nombre se deriva de Trichothecium roseum, que se aislé
en 1984 La parte fundadora del grupo, el tricotecin. Estas toxinas son inhibidores efectivos
de la sintesis proteica en organismos eucariotas, tales como animales, plantas y hongos

(Desjardins, Hohn y Cormick, 1993).

1.4.2.6. Vomitoxina (DON)

Es una micotoxina que pertenece a la especie tricoteceno del grupo B. Los tricotecenos
son una familia de micotoxinas que se producen por distintas especies de Fusarium en
regiones templadas de América del Norte, Europa y Asia sobre cultivos de cereales. El Don
se refiere con frecuencia como una vomitoxina o un factor de rechazo de alimentos como
&bido a su sintomatologia mds distintiva. Al comer alimentos que contienen vomitoxina,

los rumiantes son menos sensibles que los monogastricos (Acsa, 2013).
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1.4.3. Impacto sobre la salud y productividad de los animales.

Los alimentos contaminados presentan un riesgo de toxicosis y afecta el valor
nutriciﬁell y ladelectabilidad de los alimentos. Los efectos toxicos de las micotoxinas varian
segln su estructura quimica tnica, concentracion, duracién de la exposicion y la especie,
edad, sexo y vulnerabilidad del animal afectado. Los animales monogdstricos y jévenes
tienden a ser mas sensibles a las micotoxinas que los rumiantes o mayoaq. El consumo
elevado de micotoxinas puede resultar en una disminucién significativa de la salud y la
productividad de los animales. Como resultado, las enfermedades causadas por microtoxinas
se conocen como micotoxicosis, con sintomas que van desde la inapetencia hasta una
reduccion en la produccién y un aumento en las tasas de conversién que conducen a una
mayor morbilidad y mortalidad por una variedad de enfermedades (Denli y Pérez, 2006). En

la tabla 6, se muestra los efectos de las micotoxinas en los animales domésticos.

Tabla 6

Las micotoxinas y sus efectos en los animales domésticos

Micotoxinas Animales Efectos observados

Reduccidn de la funcién inmunoldgica, aumeggo de
N la mortalidad y disminucién del crecimiento, la
_— produccion, el peso y la calidad de los huevos,

incluida su capacidad de incubacidn.

Disminucién de la eficiencia en la produccion, el
consumo y €l uso de alimentos. Inmunosupresion,
aumento en la prevalencia de otras enfermedades,

Cerdos diarrea, camb'n; en los niveles de hormonas
reproductivas y mortalidad

Vacuno, ovinoy  Disminucién en la produccion de leche y
Aflatoxina caprino lechero crecimiento.

a

Otros rumiantes ~ Reduccion en el consumo, el crecimiento y la

respuesta inmune

Disminucién en el crecimiento de la produccién de
huevos, el consumo y la eficiencia en la utilizacion
de los alimentos. Descenso en el uso de energia y
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Aves

proteina. Inmunosupresion y aumento de la
mortalidad

Vacuno, ovino y

Residuos de OTA y sus derivados en leche

Ocratoxina .
caprino lechero
Cerdos Caracteristico declive en el crecimiento
Cerdos Infertilidad, hiperestrogenismo, anoestro, y
reduccion de la camadas
Rumiantes Hiperestrogenismo y reduccion de la produccion de
Zearalenona

leche

5
Vomitoxina Todas las

Descenso en el consumo de alimento y aumento de

(DON) especies peso
Todas las Lesiones hepaticas en cerdos y
. especies i i
Fumonisina vacas. Leucoencefalomalacia equina (ELEM).
Edema porcino pulmonar (PPE)
Toxina T- Aves y cerdos Pérdida de peso, lesiones en la piel , hemofilias
2/HT-2

Fuente: (Denli y Pérez, 2006).

1.44. Agente secuestrante

Es cualquier cosa que previene o restringe el tracto gastrointestinal de un animal para

que no absorba toxinas. Estos agentes se activan debido al fenémeno fisico sobre la

adsorcidén; su inclusién como aditivos en alimentos para animales ayudar para que sean

ados compuestos inertes, irreversibles y estables que son eliminados via renal y evitan

la formacion de cualquier subproducto téxicas mas peligroso que la micotoxina de partida,

independientemente de las condiciones del tracto gastrointestinal y su flora, asi como el uso

de antibidticos o enzimas (Dale, 1997).
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1.4.5. Normativas y regulaciones de las micotoxina

Con base en los peligros para la salud animal y la amenaza cancerigena para la salud
humana y animal, la FAO, 1995 y la OMS establecieron los niveles superlativos autorizados
de micotoxinas en los comestibles. En la tabla 7 son reportados los mdximos niveles de
micotoxinas, segtin los tipos de animales (Gimeno, 2010).

Tabla 7

Concentraciones mdximas (ppb), microgramos/kg) tolerables para ciertas micotoxinas en

el alimento completo y en diferentes especies animales

Animales
Aves jévenes Aves Gallinas Cerdos Cerdos  Cerdos
(pollos, adultas  ponedoras BEnes adultos  adultos
Micotoxinas pollitas, (pollos, reproductoras (<34kgde (34-57 (>57
patos. pavos) patos, peso vivo) kg de kg de
pavos) peso peso
VIvo) vivo)
Aflatoxina 10 20 20 20 50 100
Ocratoxina 50 100 100 50 50 50
Zearalenona 30,000 40,000 30,000 100 200 200
Vomitoxinas 15,000 15,000 200 200 250 250
(DON )
(T2/ HT2 150 150 150 150 200 200
Fumonisina 5.000 8.000 4,000 1,500 1,500 1,500

Fuente: (Gimeno, 2010)




Tabla 8
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Contenido de micotoxinas niveles de riesgos permisibles para animales

TIPO DE MICOTOXINA

Aflatoxina

Fumonisina

Ocratoxina

Zearalenona

(Deoxinivalenol +15-

+DON -3-Glucoside)

Tricotecenos A (T2/ HT2

Fuente: (Alltech, 2017).

CONTEN[DU DE MICOTOXINA ANIMALES
SEGUN RIESGO PARA AFECTADOS
ANIMALES (ppb)
Riesgo Riesgo Riesgo
bajo medio alto
35 75 100 Aves pollos
20 40 80 Aves reproductoras
20 35 50 Cerdos Reproductoras
10000 15000 20000 Aves pollos
5000 7500 10000 Aves reproductoras
1000 2000 3000 Cerdos reproductoras
20 50 75 Aves pollos
20 50 75 Aves reproductoras
20 35 50 Cerdos Reproductoras
500 1000 2000 Aves pollos
250 500 750 Aves reproductoras
25 50 75 Cerdos Reproductoras
500 1000 1500 Aves pollos
500 1000 1500 Aves reproductoras
250 500 750 Cerdos reproductoras
30 65 100 Aves pollos
30 65 100 Aves reproductoras
50 100 150 Cerdos reproductores
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,
CAPITULOII

MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de Ejecucién.

El presente e%dio fue realizado en el laboratorio de Control de Calidad de la Planta

de Elaboracion de Alimento Balanceado para Aves de la Empresa Industrial Don pollo
Tropical SAC, ubicada al margen derecho de la carretera FERNANDO BELAUNDE
TERRY tramo Tarapoto, Picota km 59, Provincia de Picota. (Ver figura 4)

Figura 4: Ubicacion Satelital de las Instalaciones de la Empresa Don Pollo Tropical SA Fuente.
Google Maps.

2.1.1. Materiales, Equipos y Reactivos de Laboratorio
2.1.2. Materia Primas e Insumos
En cuanto al componente prirﬁaal (maiz amarillo), las informaciones recopiladas

fueron (Tiempo de almacenamiento, temperatura de almacenamiento, humedad relativa del

ambiente, condiciones de cosecha y poscosecha del maiz, etc.)

2.1.2.1. Sector Ojos de Agua, Distrito de Pucacaca, Provincia Picota
a) Lugares del almacenamiento o de acopio del maiz amarillo

El maiz fue almacenado en dreas acondicionadas dentro de las zonas de cultivo donde
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los sacos de maiz se encontraban cubiertos por mantas para protegerlos de la lluvia.
b) Tiempo de almacenamiento, temperatura de almacenamiento, humedad

relativa del ambiente

El tiempo de almacenamiento fue aproximadamente 5 dias con una temperatura

ambiente de 32°C y con una humedad relativa del ambiente de 65%
¢) Condiciones de cosecha y pos cosecha del maiz amarillo

Las semillas sembradas fueron de la variedad de ATLAS 777 mejorado. El area
sembrada fue de 40 hectareas, el rendimiento de produccién fue aproximadamente de 320
toneladas. Las cosechas fueron realizadas entre 4 a 5 meses después de la siembra, se realizé
con el apoyo de tractores agricolas cosechadoras “deshojando™ las mazorcas de las plantas
paradas. Las mazorcas fueron colocadas en sacos para el secado al sol por 4 dias y luego
fueron trasladados a lugares con techo dentro del mismo cultivo para completar el secado en
forma natural, la humedad del maiz en mazorca fue de 16 %, se desgrano y se expuso a

secado natural hasta llegar a la humedad de comercializacion, la cual fue de 15%.

2.1.2.2. Centro Poblado de Winge Distrito Picota, Provincia Picota

a) Lugares del almacenamiento o de acopio del maiz amarillo

El maiz fue almacenado en dreas acondicionadas dentro de las zonas de cultivo donde
los sacos de maiz se encontraban cubiertos por mantas para protegerlos de la lluvia
b) Tiempo de almacenamiento, temperatura de almacenamiento, humedad

relativa del ambiente

El tiempo de almacenamiento fue aproximadamente 7 dias con una temperatura

ambiente de 33°C y con una humedad relativa del ambiente de 64%

c¢) Condiciones de cosecha y postcosecha del maiz amarillo.

Las semillas sembradas fueron de la variedad de ATLAS — 555 mejorado, el Area
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sembrada fue de 20 hectareas, utilizaron 500 kilos en la siembra, el rendimiento de
produccién fueron aproximadamente 140 toneladas. Las mazorcas fueron colocadas en
sacos para el secado al sol por 3 dias y luego fueron trasladados a lugares con techo dentro
del mismo cultivo para completar el secado en forma natural, la humedad del maiz en
mazorca fue de 15 %, se desgrano y se expuso a secado natural hasta llegar a la humedad de
comercializacién, la cual fue de 14%. No utilizaron tratamiento contra gorgojo por su rdpido

almacenamiento y venta

:
2.1.2.3. Centro Poblado de Consuelo, Distrito de Bellavista, Provincia Bellavista.
a) Lugares del almacenamiento o de acopio del maiz amarillo

El maiz fue almacenado en dreas acondicionadas dentro de las zonas de cultivo donde
los sacos de maiz se encontraban cubiertos por mantas para protegerlos de la lluvia
b) Tiempo de almacenamiento, temperatura de almacenamiento, humedad

relativa del ambiente

El tiempo de almacenamiento fue aproximadamente 14 dias con una temperatura

ambiente de 35°C y con una humedad relativa del ambiente de 67%
¢) Condiciones de cosecha y postcosecha del maiz amarillo.

La semilla sembrada fue de la variedad de ATLAS -777 mejorado; el Area sembrada
fue de 50 hectdreas, con un rendimiento que fueron de 350 toneladas. Las mazorcas fueron
colocadas en sacos para el secado al sol por 2- 3 dias y luego fueron trasladados a lugares
con techo dentro del mismo cultivo para completar el secado en forma natural, la humedad
del maiz en mazorca fue de 17 %, se desgrano y se expuso a secado natural hasta llegar a la
humedad de comercializacién, la cual fue de 14%. o se adicionaron ningin tipo de

tratamiento por la rapida comercializacion
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2.1.2.4. Caserio Nuevo Chimbote, Distrito de Bellavista, Provincia Bellavista.

a) Lugares del almacenamiento o de acopio del maiz amarillo
El maiz fue almacenado en areas acondicionadas dentro de las zonas de cultivo donde

los sacos de maiz se encontraban cubiertos por mantas para protegerlos de la lluvia

b) Tiempo de almacenamiento, temperatura de almacenamiento, humedad
relativa del ambiente.
El tiempo de almacenamiento fue aproximadamente de 7 dias con una temperatura

ambiente de 34°C y con una humedad relativa del ambiente de 60%
¢) Condiciones de cosecha y postcosecha del maiz amarillo

La semilla sembrada fue de la variedad de ATLAS -777 mejorado, el Area sembrado
fue de 15 hectdreas y el rendimiento fue 105 toneladas. Las mazorcas fueron colocadas en
sacos para el secado al sol por 5 dias y luego fueron trasladados a lugares con techo dentro
del mismo cultivo para completar el secado en forma natural, la humedad del maiz en
mazorca fue de 16 %, se desgrano y se expuso a secado natural hasta llegar a la humedad de
comercializacién, la cual fue de 14%, no adicionaron tratamiento por el poco dia de

almacenamiento y su rdpida

2.2. Diseiio Estadistico.

Fue utilizado un disefio estadistico a lo largo del estudio un Disefio Experimental al
Azar, mediante tres repeticiones, que se basan en el estudio de varianza; la finalidad es la
determinacion de una diferencia importante entre los andlisis de las 4 zonas de la
investigacion. Siendo la variable independiente las 4 zonas (Qjos de Agua Distrito de
Pucacaca, Centro Poblado de Winge Distrito de Picota, Centro Poblado de Consuelo
Provincia de Bellavista y Caserio de Nuevo Chimbote Provincia de Bellavista) y las
variables dependientes: todas las 6 pruebas de micotoxinas (aflatoxina, ocratoxina,
észem}a, vonitoxina, fumonisina, t-2 H-t toxina). Los datos se examinaron a través
andlisis de varianza con un nivel de significancia del 5% y una prueba Significativa y

Honestamente Distinto (HSD), con la prueba de Tukey (HSD=W = ¢ + (MSE /r)




Tabla 9

Tratamientos de estudios

Lugar de Muestreo Cantidad  Tipos de Micotoxinas Andlisis por triplicado
de
muestra
Aflatoxina 3 andlisis de aflatoxina
Ocratoxina 3 analisis de ocratoxina
Zearalenona 3 analisis de zearalenona
Zona 1 (Sector Ojos de 20 kg Vomitoxina 3 andlisis de vomitoxinas
Agua) onisina 3 andlisis de fumonisina
T-2/HT-2 Toxina 3 andlisis de T-2/HT-2
Aflatoxin 3 andlisis de aflatoxina
Ocratoxina 3 andlisis de ocratoxina
Zearalenona 3 andlisis de zearalenona
Vomitoxina 3 andlisis de vomitoxinas
Zona 2 (Centro Poblado 20kg  Fumonisina 3 anlisis de fumonisina
de Winge) T-2/HT-2 Toxina 3 andlisis de T-2/HT2
Aflatoxin 3 andlisis de aflatoxina
Ocratoxina 3 andlisis de ocratoxina
Zearalenona 3 andlisis de zearalenona
Zona 3 ( Centro Poblado 20 kg Vomitoxina 3 andlisis de vomitoxinas
de consuelo) Fumonisina 3 andlisis de fumonisina
T-2/HT-2 Toxina 3 andlisis de T-2/HT2
Aflatoxin 3 andlisis de aflatoxina
Ocratoxina 3 andlisis de ocratoxina
Zearalenona 3 andlisis de zearalenona
Zona 3 ( Centro Poblado 20kg Vomitoxina 3 andlisis de vomitoxinas
de consuelo) — — - —
Fumonisina 3 andlisis de fumonisina

T-2/HT-2 Toxina

3 andlisis de T-2/HT2
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Materiales

¢ Micropipeta rango fijo de 100ul

e Micropipeta de rango fijo de 500 ul
e Pizeta plast. 500 ml t/amarilla

e Tubo de prueba ¢/t rosca 13x100 mm
e Tubos de microcentrifuga x 2 ml

¢ Pipeta pasteur de plastico x 3 ml

¢ Soporte para los tubos (gradilla)

o Papel filtro N° 42 de 125 mm.

e Tips o punteras amarillas por 200 ul
¢ Tips o puneteras azules por 1000 ul
e Recipientes

e Bolsas4x8

e Frascos de vidrio autoclave ]O%{l
e Frascos de vidrio autoclave 50 ml
e Probeta de vidrio de 100 ml

e Papel térmico

e Probeta de vidrio de 1000 ml

e Papel toalla.

¢ Equipo de proteccién personal.

* Guantes de nitrilo talla M

e Mascarilla de media cara

¢ Filtro contra vapores toxicos

e Mandil

e Espitula

e Marcador indeleble

e Tijera

27
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2.3. Equipos

¢ Balanza analitica

* Molino semi industrial de martillo.

e Refrigeradora

¢ Analizador Elisa de Neogen Awarenes Modelo 4700
e Cronometro

s Estufa

¢ Equipo espectrofotémetro infrarrojo cercano (NIR)

24. Reactivos

¢ Veratox aflatoxina x 48 pozos

e Veratox ocratoxina x 48 pozos

e Veratox toxina T/HT2 x 48 pozos

e Veratox fumonisin x 48 pozos

e Veratox zearalenona x 48 pozos

e Veratox vomitoxinas (DON) x 48 pozos

e Agua destilada

2.5. Metodologia Experimental
Para determinar los valores cercanos del maiz amarillo por la técnica

espectrofotometro infrarrojo cercano (NIR), se desarroll en los siguientes pasos:

a) Molienda del maiz amarillo

Se utilizé un molino de martillo con malla de 0.5 milimetros de abertura, a partir de

esta muestra molida se mesclo y se pesaron las cantidades exactas para las corridas en el

equipo NIRS, tal como se puede observar en la figura 5 a,b, ¢

a). Maiz amarillo b) Molino seme industrial ¢) Harina de maiz amarillo molido
Figura 5. Molienda del maiz amarillo
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b) Verificacién del equipo NIR (Check Sample)

La verificacion se realizé con la copa control o Check Sample, la cual se corri6 en el
equipo Nirs, con la finalidad de asegurar que el equipo esta funcionado en Gptimas

condiciones (software y longitud de onda), (Ver figura 6 a,b,)

a). Lampara b) Verificacién al equipo
Figura 6. Verificacién del equipo NIR.

¢.). Corrida de las muestras.

La corrida se procedi6 usando copas de base de cuarzo, donde se colocaron las muestras

dentro de ellas, para ser leidas en el equipo NIRS. (Ver figura 7 a, b, c)

a). Colocado de muestra en copas  b) copas con muestra ¢) Colocado de las muestras en el equipo
Figura 7. Corrida de las muestras

d). Determinacion de resultados en el NIRS

Los resultados se determinaron como porcentaje en base seca, mediante una plataforma, en
donde se subieron los espectros obtenidos de las muestras corridas en el equipo. Los

parametros quimicos de referencia que se usaron fueron: % Proteina cruda, % Extracto de

eterio o grasa, % Fibra cruda, % Ceniza bruta, % Almidén, % Materia seca, % Humedad.

(Ver figura 8 a, b).

a). Corridas de las muestras b) Verificacion de resultados en el sistema
Figura 8. Determinacién de resultados en el NIRS
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Para la cuantificacién de las micotoxinas por el procedimiento de Elisa en maiz
amarillo se desarrollaron de acuerdo a los pasos del flujograma que se muestra en la figura

9.

Recepcidn de la materia prima (maiz amarillo)

| [ La muestra global fuede 20 k g y la
muestra de andlisis fue de lkg

Seleccion de las muestras - P
(500 g para el andlisis y 500 g para
\L contra muestra)
—
Preparacién de la muestra: molienda, El pesado de la muestra
homoeenizar. pesar fue segun la micotoxinas
& - Pes a analizar
Extraccién de micotoxinas con solvente La extraccion con metanol fue al
orednico 70% y 50% seglin micotoxinas a
g analizar

Deteccién de las 6 micotoxinas

J

Lectura de resultados

(micotoxinas)

Figura 5: Flujograma para la determinacién de micotoxinas

2.6. Descripcion del proceso de extraccion de micotoxinas.

a) Recepcion de la materia prima.
La materia prima (maiz amarillo), fue recolectada en la Provincia de Picota (sector
Ojos de Agua, Distrito de Pucacaca y del centro Poblado de Winge) y en la Provincia de
Bellavista (centro poblado de consuelo y caserio de nuevo Chimbote), Regién San Martin.

b) Seleccion de las muestras.

Por cada lugar de muestreo se tomé una aucstra de 20 kg, se seleccionaron todos los

sacos posibles para un muestreo aleatorio (dos de los extremos y uno del centro).
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Utilizando un calador, se recolecto de diferentes puntos de muestreo 50 submuestras
obteniéndose 400 g por submuestra.

¢) Preparacion de las muestras.

La muestra recopilada se llevé a molienda para un triturado, para ello se utilizé un
molino de martillo con malla de 0.5 milimetros de abertura, a partir de esta muestra molida
se mezeld y se empezd a pesar las cantidades exactas para cada una de las extracciones de

las micotoxinas. (Ver figura 10 a, b).

a). Molino sami industrial b) molino de maiz amarillo
Figura 10. Preparacién de las muestras.

1
2.6.1. Extraccion de Aflatoxina, segin las recomendaciones del fabricante

(Neogen Corporation, 2008).

SepesdSg %muestra + 25 ml metanol 70%. Agitar.
Después de la agitacién de la muestra con el solvente de extraccion, se espero 2
minutos al sobrenadante. Luego se realizd el filtrado solo el sobrenadante usando papel

de filtracién rdpida o Whatman # 1.

2.6.2. Extraccién de la ocratoxina, segin las recomendaciones del fabricante

(Neogen Corporation, 2012)

Se pesé 10 %e muestra + 40 ml metanol 50%. Agitar.
Después de la agitacién de la muestra con el solvente de extraccion, se esperd 1
minuto al sobrenadante. Luego se filtré solo el sobrenadante usando papel de filtracion

rapida o Whatman # 1.
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2.6.3. Extraccion de la T2/HT2, segin las recomendaciones del fabricante

(Neogen Corporation, 2014)

Se pes6 5 g. de muestra + 25 ml metanol 70%. Agitar.
La dilucién ﬁ extracto fue I ml de extracto filtrado + 1 ml de agua destilada.
Después de la agitacion de la muestra con el solvente de extraccion, se esperd 2
minutos al sobrenadante. Se procedid al Filtrado solo el sobrenadante usando papel de
filtracién rdpida o Whatman # 1.
2.64. Extraccion de la vomitoxina, DON segin las recomendaciones del fabricante

(veratox Corporation,2018)

Se pesd 10 g de muestra + 50 ml de agua destilada. Agitar

La dilucion del extracto fue I ml de extracto filtrado + 1 ml de agua destilada.

Después de la agitacion de la muestra con el solvente de extraccién, se esperd 1

minuto al sobrenadante. Luego de se filtré solo el sobrenadante usando papel de

filtracién rdpida o Whatman # 1.

2.6.5. Extraccion de la fumonisina, segiin las recomendaciones del fabricante

(veratox Corporation, 2018)

Se peso 5 g de muestra + 25 ml de metanol al 70%. Agitar

La dilucién ﬁl extracto fue 100 ul al frasco buffer de dilucion proveido por ekit

Después de la agitacion de la muestra con el solvente de extraccion, se esperé 1-2
minutos al sobrenadante. Posteriormente se filtré solo el sobrenadante usando papel de

filtracion rapida o Whatman # 1.

2.6.6. Extraccion de la zearalenona segin las recomendaciones del fabricante

(veratox corporation, 2018)

Se pes6 5 g de muestra + 25 ml de metanol al 70%. Agitar.

La dilucién ﬁ extracto fue I ml de extracto + 4 ml de agua destilada.

Después de la agitacion de la muestra con el solvente de extraccion, se esperd 2
minutos al sobrenadante. Seguidamente se Filtr6 solo el sobrenadante usando papel de

filtracién rapida o Whatman # 1
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2.6.7. Deteccion de las Micotoxinas.

Se coloco en la placa porta pozos, 1 pozo rojo mezclado por cada control y otro pozo
por cada muestra a evaluar. Se volvid a colocar en la placa porta pozos unas lineas mas abajo
el mismo nimero de pozos blancos de captura. Se adiciono de 100 ul de Conjugado (frasco
azul) a todos los pozos rojos de mezclado que ha separada

18
0O 5 15 50 S1 S2 83 S4 S5 S6 S7 S8... Tira 1

S6 S10 S11 S12 S13 S14 S15 Sl6 S17 SI8 S19 S20...... Tira 2

Se adiciono 100 ul de cada control y de cada extracto filtrado de muestra a su
correspondiente pozo rojo de mezclado. Se mezclé 3 veces antes de transferir, se realizé la
trasferencia de 100 ul de cada pozo rojo de mezcla al correspondiente pozo blanco de
captura. Luego se agito por deslizamiento.

Se precedid a la incubacién en 2 minutos, luego se hizo el lavado de todos los pozos
con agua destilada por 6 veces.

Se adiciono 100 ul de Substrato cromdgeno (frasco verde) a todos los pozos blancos,
luego se agito por deslizamiento, nuevamente se procedié a la incubacién en 3 minutos,
luego se adiciono 100 ul de Solucién stop (frasco rojo) a todos los pozos blancos. Se agito

por deslizamiento. Por tltimo, se procedid a limpiar bien la base de los pozos.

2.6.8. Lecturas de resultados.

La lectura de los resultados se interpretd de la siguiente manera, si a mayor cantidad de
micotoxinas, mayor tono de color rojo tiene el pozo. A menor cantidad de micotoxinas,
mayor tono de color azul tiene el pozo. Lectura cuantitativa: Usando Lector ELISA con

filtro 650 nn. Para reporte de resultado se usa Software Veratox.
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.
CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Cuantificacion de aflatoxina en el maiz amarillo en las 4 zonas.

Tabla 10

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para aflatoxina que representan niveles en

ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas.

AFLATOXINA
Repeticiones Zonal Zona 2 Zona 3 Zona 4
Qjos de Agua Centro Poblado Centro Poblado de Caserio Nuevo
Distrito de de Winge — Consuelo — Chimbote-
Pucacaca Picota Bellavista Bellavista
1 1 294 0.6 0.1
2 1 194 0.6 0.1
3 1 30.8 0.6 0.1

En la tabla 10, es presentado el contenido de micotoxinas en las 4 zonas, se aprecia
que los niveles de aflatoxina en el maiz amarillo fue bajo entre la zonas de Ojos de Agua
Distrito de Pucacaca, la zona 3 en el Centro Poblado de Consuelo Provincia de Bellavista y
la zona 4 en el Caserio Nuevo Chimbote Provincia de Bellavista, sin embargo, la zona 2 en
el Centro Poblado de Winge Provincia de Picota presenta mayor contenido de aflatoxina,
superando ligeramente los valores maximos permitidos segiin la tabla 7 de Gimeno (2006);
donde se indica que para aves el valor maximo permitido es de 10 ppb y para cerdos es 20
ppb, al igual que la tabla 8 de Alltech (2017); indica que para aves el riesgo bajo permisible
es 35 ppb y para cerdos el riesgo bajo permitido es 20 ppb.

Segtin Herndndez (2007), en el almacenamiento, factores como las altas temperaturas,
la humedad, el flujo de aire y el pesticida principal del campo afectan la cantidad de
aflatoxina que se acumula en el grano de maiz.

Desde el punto de vista de Ochoa (2016), la aflatoxina contagia a los granos cuando la
humedad relativa fluctia entre 75% y 85%, el contenido de humedad del grano es superior

al 14% y la temperatura ambiente se encuentra entre 30 °Ca 35 °C.
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Las condiciones climdticas ideales para el proceso de aflatoxinas se presentaron en el
caso del Centro Poblado de Winge Provincia de Picota, exceptuando la humgdad relativa,
hay un conflicto con las condiciones climaticas, la humedad relativa estuvo por debajo de
los rangos establecidos donde crece el hongo, la temperatura del ambiente no era firme, el
comportamiento fue el siguiente:

En la mafiana (6:00 h — 17:00 h) la temperatura promedio dentro del edificio de
almacenamiento de estilo residencial solo techo sin paredes (30-35°C), humedad del grano
14 %, el promedio de humedad fue de (63-66 %).

La cantidad de aflatoxina obtenida de la semilla de maiz amarillo como ingrediente
principal en los alimentos los hace mds sensibles a la contaminacién por aflatoxinas. La
contaminacion internacionalmente significativa por esta micotoxina es un problema,
particularmente en paises tropicales y subtropicales donde se fomenta el crecimiento de
Aspergillus. Entre otras cosas, se ha informado que la sequia sirve como un entorno propicio
para la sintesis de aflatoxinas en el campo.

Los resultados obtenidos en las muestras de maiz amarillo fueron positivos y es muy
parecido a lo conseguido en un trabajo anterior, en la cual encontraron de ocurrencia cercana
por Lépez y Chdvez (2012), quienes obtuvieron los valores de aflatoxina en maiz: (18.5
ppb). (3.2 ppb), (20,7 ppb), (2,8 ppb). Cuando se comparan los resultados, queda claro que
ain existen deficiencias en el manejo del grano, particularmente en el drea de
almacena%ento donde es frecuente la contaminacién por aflatoxinas, ya que diferentes
regi()ﬁ, épocas y afios muestran porcentajes de ocurrencia comparables.

La presencia de aflatoxina en las tres muestras de maiz amarillo indica que existen
ciertas deficiencias en el manejo del grano posterior a la cosecha, particularmente durante
el almacenamiento. Aunque los resultados son preliminares, muestran que se deben
implementar estrategias para monitorear, rastrear y controlar esta clase de contaminantes
naturales cuyos efectos sobre la salud animal son directos. Los resultados pueden variar
dependiendo de otras dreas geograficas, estaciones del afio y circunstancias tnicas. Por lo
tanto, es necesario continuar C%estc tipo de exhibicién para recopilar mas informacién que
permita analizar la conducta de los niveles de aflatoxinas en los alimentos de consumo
animal.

Bucio y Villalobos (2001) hallaron que este contagio por aflatoxinas en maiz fue
causado por los entornos inadecuados de almacenamiento después de la cosecha en una
investigacion realizada en México, el Bajia para encontrar si el maiz es contaEinaclo en esta

ubicacion, estando vinculada con la infeccién por Aspergillus del campo. El inadecuado
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manejo del grano a través de la preparacion, el transporte y el almacenamiento generalmente
contribuye a un aumento en el grano mohoso. La recoleccidn inoportuna, el uso de
cosechadoras mal calibradas que causan dafos mecdnicos al grano, lbdeshidratacién
inadecuada del grano antes del almacenamiento y otros factores favorecen el crecimiento de
Aspergillus en el grano de maiz, donde pueden estar presentes especies que producen
aflatoxinas. Como resultado, el manejo inadecuado de la temperatura en las instalaciones de
almacenamiento origina el crecimiento de organismos latentemente toxicos, asi como la
creacion de aflatoxinas.

Esto posiblemente que los resultados obtenidos fueron influenciados por factores tales
como los que establece Denli y Pérez, (2006). El momento de la cosecha de maiz, manejo
del grano, trasporte almacenamiento, factor, como roedores, plagas que dafian al grano, el
clima y factor fisico y quimicos, que favorecen en los hongos que producen aflatoxina.
Viendo el nivel de contaminacion en las muestras se recuerda lo citado por Devegowa (1998)
en su investigacion mds del 25% de los granos del mundo estin contaminados con
micotoxinas de tipo aflatoxina y a demads estas cifras siguen creciendo.

Se demostré estadisticamente que para la micotoxinas aflatoxina, si hubo diferencia
significativa (F calculada > F tablas). (Ver Anexo 5). lo que quiere decir que existe uno o
varios resultados analizados de la zona de investigacion con niveles mas altos de aflatoxina
en el maiz amarillo, siendo los valores de la zona 2 en el Centro Poblado de Winge Provincia
de Picota, la que presenta niveles mas altos de aflatoxina, al realizar las comparaciones con
la prueba de significancia y honestamente distinto de Tukey. (Ver anexo 5), se pudo observar
que hubo diferencia significancia de la media de los valores de la zona 2 del Centro Poblado
de Winge Provincia de Picota, con las medias de los resultados de la zona 1 de Ojos de Agua
Distrito de Pucacaca, zona 3 en el Centro Poblado de Consuelo Provincia de Bellavista y la
zona 4 en el Caserio Nuevo Chimbote Provincia de Bellavista, obtenidas un nivel de

aflatoxina en ppb mds bajas.




37

3.2. Cuantificacion de la ocratoxina en el maiz amarillo en las 4 zonas.

Tabla 11

3
Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para zearalenona que representan niveles en

ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

8 OCRATOXINA
7
Repeticiones Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4
Qjos de Agua Centro Poblado Centro Poblado de Caserio Nuevo
Distrito de de Winge — Consuelo — Chimbote —
Pucacaca Picota Bellavista Bellavista
1 0 0 04 58
0 0 0.5 51
3 0.6 0 0.5 45

Enla tablél 1, se reportan los resultados de ocratoxina en maiz amarillo en las 4 zonas,
se observa que los niveles de ocratoxina en eﬁm’z amarillo fueron bajos entra la zona 1 de
Ojos de Agua Distrito de Pucacaca, zona 2 en el Centro Poblado de Winge Provincia de
Picota y la zona 3 en el Centro Poblado de Consuelo Provincia de Bellavista , sin embardo,
la zona 4 del Caserio Nuevo Chimbote Provincia de Bellavista presenta mayor contenido de
ocratoxina, pero no superan los valores maximos permitidos segiin la tabla 7 de Gimeno
(2006), donde indica que para aves el valor maximo permitido es de 50 ppb y para cerdos es
de 50 ppb, al igual que la tabla 8 de Alltech (2017) indica que para aves un riesgo bajo
permisible es 20 ppb y para cerdbel riesgo bajo permitido es 20 ppb.

Las condiciones climiticas en la region San Martin son favorables para la proliferacion
de hongos en cultivos que presentan factores influyentes, debido a que las temperaturas
durante la produccién de las mismas fueron entre los 28- 34°C, asi como la humedad relativa
era (64-66%), favoreciendo la aparicién de estas micotoxinas en cualquier estado del maiz
amarillo. El tratamiento post cosecha y de secado son cruciales para evitar una posterior

contaminacién principalmente para el desarrollo de estos géneros de hongos.
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Por otro lado, Sierra (2004), obtuvo resultados en ocratoxina en maiz: 2.8 ppb, 2.5 ppb
,1.23 ppb, 1.2 ppb, 1.57 ppb, 3.2. Podemos mencionar que existe una ligera diferencia entre
lo reportado por el autor y lo encontrado en este estudio.

En esta investigacion se consiguieron resultados muy superiores a excepto de la zona
4 en el Caserio Nuevo Chimbote, a lo reportado previamente en Colombia en donde 4 de 33
muestras de maiz resultaron positivas a ocratoxina, con concentraciones en promedios de
(34 ppb, 3.5 ppb, 3.21 ppb, 3.38 ppb) (Castillo, 2019)

Se demostré estadisticamente que para la micotoxina ocratoxina, si hubo diferencia
significativa (F calculada > F tablas). (Ver Anexo 06), lo que se quiere decir es que existe
uno o varios valores de la zona de investigacién con niveles mds altos de ocratoxina en el
maiz amarillo, siendo el valor de la zona 4 en el Caserio Nuevo Chimbote Provincia de
Bellavista, la que presenta niveles mds altos de ocratoxina, como se muestra al realizar la
comparacién con la prueba de significancia y honestamente distinto de Tukey. (Ver anexo
6), se pudo demostrar la diferencia significativa de la media en los valores de la zona 4 en
el Caserio Nuevo Chimbote Provincia de Bellavista con los resultados de la media de la zona
3 en el Centro Poblado de Consuelo Provincia de Bellavista, zona 2 en el Centro Poblado de
Winge Provincia de Picota y la zona 1 en Ojos de Agua Distrito de Pucacaca, que son niveles

en ppb bajos.

3.3. Cuantificacion de la zearalenona en el maiz amarillo en las 4 zonas.

Tabla 12

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para zearalenona que representan niveles en

ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

ZEARALENONA
Repeticiones Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona d
Qjos de Agua Centro Poblado Centro Poblado de Caserio Nuevo
Distrito de de Winge — Consuelo — Chimbote — Bellavista
Pucacaca Picota Bellavista
1 0.9 0.3 2.3 4.3
30.3 23 6.7

11.6 1.4 5.7
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En la tabla 12, se reportan los resultados de la zearalenona en maiz amarillo en las 4
zonas, se observa que los niveles fueron bajos entre la zona 1 en Ojos de Agua Distrito de
Pucacaca ,zona 3 en el Centro Poblado de Consuelo Provincia de Bellavista y la zona 4 en
el Caserio Nuevo Chimbote Provincia de Bellavista, sin embargo, la zona 2 en el Centro
Poblado de Winge Provincia de Picota presenta mayor contenido de zearalenona en valores,
30 ppb y 11.6 ppb, pero no superan los valores mdximos permitidos, segiin la tabla 7 de
Gimeno (2006), donde indica que para aves el valor maximo permitido es de 30,000 ppb y
para cerdos es de 100 ppb, al igual que la tabla 8 de Alltech (2017); indica que para aves un
riesgo bajo permisible es 500 ppb y para cerdo el riesgo bajo permitido es 25 ppb, siendo
este valor superado por lo encontrado en la presente investigacién con 30. 3 ppb.

Los valores obtenidos de zearalenona e maiz amarillo, son inferiores a lo obtenido
por Sierra (20&'5), quien obtuvo valores de (0.11 ppb, 0.32 ppb, 0.35ppb, 0.51 ppb y 0.25
ppb) ademads, en Chile indican una contaminacién de 0.3 ppb a 31 ppb (Vega y col. 2000).
Estos valores se asemejan a los resultados encontrados en el proyecto de investigacion.

Los niveles de zearalenona obtenidos no representan riesgo, aunque los valores fueron
positivos, también indica que el contagio del maiz acontece en cualquier época, tal como lo
menciona (Adams, et al. 1998) indicando que, un alimento fresco es el que tiene mds del
15% de humedad, mientras que un alimento seco contiene menos del 12% de humedad.
Todo esto lleva a la conclusién de que las temperaturas extremas y la humedad en los granos
permiten que sean desarrollados hongos téxicos, ya sea que se cosechen antes (hongos de
granja) o después (hongos de almacén).

La zearalenona se encuentra con en los cereales constantemente, particularmente en el
maiz y el trigo. Nueve paises han presentado los niveles tope de zearalenona en los
componentes alimenticios que oscilan entre 0 y 1000 ppb. Entre estos, Uruguay, Brasil y
Francia establecieron 200 partes por billén (ppb) para granos como el trigo y maiz (Vega y
col. 2000).

No se deben suministrar niveles superiores a 1 ppm cuando se trata de alimentos para
cerdos (FAO/OMS/PNUMA, 1999). No han sido determinados o presentado los niveles
aceptables en Peri, por lo que venideramente deben impulsar estudios que permitan
determinar dichos niveles.

Se demostrd estadisticamente que para la micitoxina zeralenona con una (F calculada
<Fablas). Con esto se menciona que no existen diferencias importantes entre los resultados,
lo cual se expresa que el contenido de zearalenona no defiere segtin las 4 zonas en el cual

fue cultivado y almacenado el maiz amarillo, por otro lado, para la prueba de significancia
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y honestamente distinto de Tukey aplicados a las medias no existié diferencias

significativas. (Ver anexo 7).

3.4. Cuantificacion de la vomitoxina (Don) en el maiz en las 4 zonas.

Tabla 13

3
Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para vomitoxina (DON) que representan

niveles en ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

( VOMITOXINAS )
Repcticinncs Zona 1 Zona 2 Zona3 Zona 4
Qjos de Agua Centro Poblado Centro Poblado de Caserio Nuevo

Distrito de de Winge — Consuelo — Chimbote - Bellavista
Pucacaca Picota Bellavista

| 0 0 0 0

2 0 0 0

3 0.3 0 0

Enla tabla 13 es presentado el contenido de vomitoxina en las 4 zonas, se observa que
los niveles de vomitoxina en el maiz amarillo fueron bajos, ningiin valor sobre pasa los
méaximos permitidos segtin la tabla 7 de Gimeno (2010), donde indica que para aves el valor
médximo permitido es de 15000 ppb y para cerdos es de 200 ppb, al igual, al igual que la
tabla 8 de Alltech (2017); indica que para aves un riesgo bajo permisible es 500 ppb y para
cerdo el riesgo bajo permitido es 250 ppb

Todas las muestras analizadas fueron valores bajos, los pardmetros, entre ellos tiempo
de almacenamiento, temperatura de almacenamiento, humedad relativa del ambiente
tavorecieron el desarrollo de mohos de vomitoxina. Esto nos lleva a concluir que no se
encontrd el hongo del género Fusarium en niveles de DON en las muestras analizados en las
4 zonas de investigacién acepto un valor de 0.3 ppb en la zona | de ojos de agua Distrito de
Pucacaca, esta micotoxinas se encuentran a nivel de campo o en alguna de las fases del
proceso antes de ser almacenados.

Dentro de los resultados obtenidos encontramos que en comparacién con los valores

que obtuvieron Almazin y Monterrosa (2019), quienes obtuvieron los siguientes valores:
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0.1 ppb, 0.1 ppb, 0 ppb, 0.1, O ppb, se puede decir que no hay mucha diferencia entre los

valores obtenidos en la presenta investigacion.

En comparacién con los va%es registrados por Sierra (2004), que obtuvo los
siguientes valores: 3.13 ppb, 3.53 ppb, 3.97 ppb, 0.70 ppb, 1.07 ppb, 0.40 ppb, donde
presenta mayor contenido de vomitoxina, aunque estos valores no sobrepasan los limites
citados por los autores Gimeno (2010) y Alltech (2019).

Los Esultados de vomitoxina derivados en la presente investigacion fue menor a lo
reportado en Chile, por Vega y col. (2000), quienes encontraron valores de 0.8 a 5.3 ppm.

Los 58 niveles patentados en los Eéados Unidos en 1981 variaron de 0,1 a 42 ppm
en laberinto, mientras que China informé de 1 a 40 ppm de contaminacién, Reino Unido de
0,01 a 0,36 ppm, Francia de 0,14 a 0,6 ppm y Argentina de 0,20 a 040 ppm (FAO/OMS,
1999). Investigaciones recientes en Turquia revelaron niveles de 2,67 ppm en harina de maiz

(Omurtag y Boyoglu, 2003).

3.5. Cuantificacion de la fumonisina en el maiz amarillo en las 4 zonas

Tabla 14

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para fumonisina que representan niveles en

ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

& FUMONISINA
7
Repeticiones Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4
QOjos de Agua Centro Poblado Centro Poblado de Caserio Nuevo
Distrito de de Winge — Consuelo — Chimbote — Bellavista
Pucacaca Picota Bellavista
| 0 14 0.6 33
2 2 0.1 1.2 6.5
3 0 42 14 1.2

En la tabla 14, se presenta el contenido de fumonisina entre las 4 zonas, se observa que
los niveles de fumonisina en el maiz amarillo fueron bajos, ninglin valor sobre pasa los

limites maximos permitidos segtin la tabla 7 de Gimeno (2010), donde indica que para aves
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el valor maximo permitido es de (5000 ppb) y para cerdos es de (1500 ppb), al igual que la
tabla 8 de Alltech (2017); indica que para aves la riesgo bajo permisible es 10000 ppb y
para cerdo el riesgo bajo permitido es 1000 ppb. La mayoria de las muestras analizadas no
superﬁl los niveles tolerables para las especies de animales

Las condiciones climdticas que predominaron en las dreas investigadas son favorables
para el impulso de especies de Fusarium fabricantes de micotoxinas (Chulze, et al. 1996).
Elisa encontré que las concentraciones detectadas de las muestras no superaron los niveles
tolerables para animales.

Los valores obtenidos de fumonisina en maiz amarillo fueron semejantes a lo obtenido
en Guadalajara que fue reportador por Sierra (2004), quien obtuvo los siguientes valores:
0.43 ppb, 0.13 ppb 3.0 ppb, 3.4 ppb, 4ppb, 0.37 ppb, O ppb.

En otra publicacién realizada en Ecuador se informé que entre el 90- 100% de las
muestras de grano de maiz recolectada varias zonas del pais estaban contagiadas con
fumonisinas con niveles medios %6.05 ppb, 1,60 ppb, 3.73 ppb, 3.08 ppb (Molina y Ochoa,
2015). En el mismo se explicd que&crecimiento de este tipo en granos de maiz estuvo
relacionado con variables climaticas como la temperatura y humedad relativa (Pérez Culcay
& Zarate Ochoa, 2013).

Se demostro estadisticamente para la micotoxina Fumonisina con una (F calculada <
F tablas). Con esto se menciona que no existen fuertes diferencias entre los resultados, lo
cual se expresa que el contenido de fumonisina no defiere segiin las 4 zonas en el cual fue
cultivado y almacenado el maiz amarillo, por otro lado, para la prueba de significancia y
honestamente distinto de Tukey, aplicados a las medias no existié diferencias significativas.

(Ver anexo 9).
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3.6. Cuantificacién de la T2/HT2, en el maiz amarillo en las 4 zonas.

Tabla 15

3
Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para T2/HT2 Toxina que representan niveles

en ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

T2/HT2- TOXINA

Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4
chetlcmncs {)_ic.ns d?’ Agua Centro Poblado de Centro Poblado de Caﬁrl’o Nuevo
Distrito de Winge — Picota Consuelo — Bellavista Chimbote -
Pucacaca & Bellavista
1 1.3 0 0 1.5
2 1.5 10.7 1.2 1.5
3 0.1 0 2.1 1.5

En la tabla 15, se presenta el contenido de T2/HT2 en las 4 zonas, se observa que los
valores en los niveles de T2/HT?2 en el maiz amarillo fueron bajos, ningtin valor sobre pasa
los méaximos permitidos segtin la tabla 7 de Gimeno (2010), donde indica que para aves el
valor maximo permitido es de (150 ppb) y para cerdos es de (150 ppb), al igual que la tabla
8 de Alltech (2017); indica que para aves un riesgo bajo permisible es (30 ppb) y para cerdo
el riesgo bajo permitido es (50 ppb).

Los valores obtenidos en el trabajo de investigacion fueron similares a los valores
reportado por Donald (2004) quien obtuvo en su investigacion los siguientes valores: 14%
de humedad del maiz, O ppb; con 18% de humedad, 30 ppb; con 28% de humedad, 6.3 ppb.
Es posible que la variacion de estos valores se debid a los cambios climdticos. Se demostrd
en la investigacion que todas las muestras clasificadas fueron positivas en micotoxina de
ti&TQ, que provinieron de medios de almacenamiento con Wedad relativa del ambiente
y temperatura del grano, al respecto, la humedad relativa del almacenaje (Calderon, 1987),
asi como el contenido de humedad y la temperatura del grano son evﬁualidad&:s que ayudan
a que sean producidas las micotoxinas y, en consecuencia, inciden en la pérdida de calidad
y cantidad de los granos. Ademads, la investigacién realizada por Donal (2004) se llevé a
cabo en Uruguay, la cual tiene condiciones climatolégicas diferentes en comparacion a la de

la zona de donde se extrajeron las muestras para el presente proyecto, por lo tanto, los
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resultados que se reportd variaron ligeramente con respecto a la humedad del maiz (De
Antonino Faroni, 1993).

Menciona un método para reducir naturalmente la ca%dad de aguaen el grano y, en
consecuencia, la humedad relativa dentro de la instalacién de almacenamiento. Ademas, al
reducir el nimero de dias que los granos estdn expuestos a altas temperaturas (50 a 55 °C)
con secado solar suplementario sobre concreto o plistico laminado, se previene que se
fisuren y sean susceptibles a la invasion por hongos toxicogénicos.

Finalmente, los hallazgos apuntan a las malas condiciones del maiz amarillo en la zona
de San Martin, lo que sugiere la participacion de una serie de factores, incluidas las
circunstancias desfavorables de almacenamiento y preservacién. Esto requiere una
estimacion e inspeccion continuas de todos los métodos de elaboracion, asi como la
preservacion del maiz amarillo en los establecimientos para evitar pérdidas econdmicas para
los productores del mismo y aves.

Se demostro estadisticamente paralas mictoxina T2/HT2- toxina a conuna (F calculada
< F tablas). Con esto se quiere decir que no existen diferencias resaltantes entre los
tratamientos, lo cual se expresa que los niveles contenido de T2/HT2- toxina no defiere entre
las 4 zonas en el cual fue cultivado y almacenado el maiz amarillo, por otro lado, para la

prueba significancia y honestamente distinto de Tukey aplicados a las medias no existio

diferencias significativas. (Ver anexo 10).

3.7. Determinacién de los valores proximales del maiz amarillo de las 4 zonas.

En tabla 16, se presenta los valores proximales del maiz amarillo determinada por la
técnica espectrofotémetro infrarrojo cercano (NIR), procedente de la zona 1 (Sector Ojos de
Agua, Distrito de Pucacaca), zona 2 (Centro Poblado de Winge, Provincia de Picota), zona
3 (Centro Poblado de Consuelo, Provincia de Bellavista), la zona 4 (Caserio Nuevo

Chimbote, Provincia de Bellavista).




45

Tabla 16

Valores proximales del mai'z amarillo

Centro Centro
Parimetros Ojo’s d? Agua Pob]fido de Poblado de Caser}’o Nuevo
Distrito de Winge Consuelo Chimbote
Pucacaca Picota Bellavista Bellavista
Contenido (%)
Proteina cruda 7.621 7617 7.568 7.545
Extracto de etéreo o grasa 39 39 39 39
Fibra cruda 1.7 15 14 18
Ceniza bruta 1.2 13 12 13
Almidén 64.1 64 64.2 64.1
Materia seca 89.23 8939 8933 8931
9% Humedad 10.77 10.61 10.67 10.69
S;‘;rzg;?e'?l‘z‘i';ﬁlfgfle 3355 3347 3359 3342

Dentro de los resultados obtenidos encontramos que en comparacion con los valores
establecidos por Calsamiglia (2004), quien obtuvo los siguientes resultados: Materia seca
(<20 %), cenizas (6.40 %), proteina bruta (9.37%), extracto etéreo (4.54 %), fibra bruta
(28.21%), almidén (10.50 %).

Estos resultados superan a los valores obtenidos en la investigacion con un mayor
contenido de proteina cruda, contenido de cenizas, contenido de extracto etéreo o grasa y
fibra bruta, aunque menor contenido de almidén, estos valores proximales del maiz fueron
en funcién de base seca, dicho esto, el pardmetro de la humedad de este resultado contiene
un porcentaje alto de humedad.

Asi mismo, en comparacién con los valores registrados por Calsamiglia (2006) obtuvo
de la misma variedad del maiz amarilla: materia seca (>35%), ceniza (4. 80%), proteina
bruta (7.58%), extracto de etéreo (3.76%), fibra bruta (19.71%), almidon (33,30%).

Estos ultimos resultados del maiz tienen similitud a algunos valores obtenidos en la
investigacién como proteina cruda y extracto de etéreo o grasa.

Desde el punto de vista nutritivo. El contenido en almidén fue elevado en los valores
obtenidos en la investigacion, este parametro aporta un alto contenido en carbohidratos y

esto ayuda a proporcionar un elevado valor energético al organismo, Con respecto a la
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humedad los valores de Calsamiglia (2004); en su investigacién presento una humedad
elevada comparando los valores generados en el estudio, con esto se quiere decir que al
contener mayor humedad el alimento elaborado con este maiz tendrd menos tiempo de vida
titil y a su vez contribuird a la rapida proliferacién de algunos hongos causando peligro para
SU consumo.

FEDNA (2019) obmvo un porcentaje similar al encontrado en la presente
investigacion, al hallar la materia seca (86.20 %), proteina cruda (7.90 %), extracto etéreo
(3.50 %), fibra cruda (2.30 %) y almidon (62.0 %).

Por otro lado, Restagno (2017) obtuvo un porcentaje superior a FEDNA (2019) y al
presente estudio, pero excepto a un parametro que fue inferior, la fibra cruda.

Estos fueron los siguientes valores que obtuvo Rostagno (2017), materia seca (92.60
%), proteina cruda (8.80 %), extracto etéreo (4.08 %), fibra cruda (148 %), almidén (66.10
%0).
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CONCLUSIONES

Se realizé la cuantificacion de los niveles de micotoxinas en las 4 zonas de

investigacion por el procedimiento de Elisa en el maiz amarillo en la Provincia de Picota y

Segiin lo investigado fueron encontradas micotoxinas en las matrices de las muestras

Bellavista de la regién San Martin.

de maiz amarillo, usando el método Elisa (kit de Elisa)

Se cuantifico los niveles para las 6 micotoxinas (aflatoxina, ocratoxina, zearalenona,
vomitoxina, fumonisina, T2HT-2) presentes en las muestras de maiz amarillo, con diferentes
concentraciones en pbb.

Todos los lugares de estudio del proyecto de investigacién (Ojos de Agua Distrito de
Pucacaca, Centro Poblado de Winge — Picota, Centro Poblado de Consuelo — Bellavista
Caserio Nuevo Chimbote — Bellavista), presentaron contaminacién por aflatoxina,
ocratoxina, zearalenona, vomitoxina, fumonisina, T2HT-2 Toxina, siendo mayor la
concentracién de aflatoxina (294 ppb, 19.4 ppb, 30.8 ppb) en el Centro Poblado de Winge
Picota. Los valores tienen una influencia principalmente en la salud animal, aunque los
niveles de las otras micotoxinas fueron similares en diferentes lugares.

Entre las muestras de mafz amarillo de la localidad del Centro Poblado de Winge;
sobrepaso el limite permisible de Aflatoxina con valores de (29.4 ppb, 30.8 ppb, 19.4 ppb),
tomando como referencia a las tablas 7 y 8 de Gimeno (2010) y Alltech (2017) donde indican
los limites maximos permisible y niveles de riesgos permisible en micotoxinas de tipo
aflatoxina

Se realizo los andlisis estadisticos por ANOVA en los datos experimentales
correspondiente a una significancia del 5% para variables de las micotoxinas en ppb en las
4 zonas de la investigacion, donde se comprobd que los valores de aflatoxina y ocratoxina
fueron estadisticamente significativos. A si mismo los valores de las medias de la aflatoxina
y ocratoxina hubo diferencia significativa comprobado con la prueba Tukey.

Se realizo el analisis proximal del maiz amarillo en estado seco en las 4 zonas del
proyecto de investigacion, por medio de la técnica espectrofotémetro infrarrojo cercano
NIR, los resultados en promedio fueron: proteina 7.58 %, extracto de etéreo 3.9 %, fibra

bruta 1.25 %, almidén 64 .4 %, materia seca 89.31 % y humedad 10.69 %.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda al analizar las micotoxinas usar el kit de Elisa debido a que los benefi&'os
que esta metodologia dan son ventajosos, siendo detallados a continuacion: Alta
especificidad y sensibilidad:

- Bajo costo por andlisis
- Tiempo reduccién de operacion
- Es util para realizar pruebas rdpidas y cuantificaciones en los centros de acopio de

diversos componentes.

® Serecomienda realizar investigaciones sobre micotoxinas en las demds variedades del maiz
amarillo, ya que es un producto con potencial econdmico y sobre todo propio de la selva
peruana.

® Serecomienda realizar una investigacién mas detallada en cuanto a las micotoxinas presente
en el maiz, debido a que este es un componente alimenticio de alta prioridad que tiene
diversos derivados, y al mismo tiempo tiene utilidad como materia primaria para la

elaboracion de productos alimenticios para animales de crianza.

® Realizar una investigacion por NIRS, sobre el andlisis del contenido nutricional especifico
en las variedades del maiz amarillo en la Regién San Martin.

e Se recomienda a las empresas que elaboran alimento del mafz amarillo que sirve como

materia prima, implemcﬁar el uso de secuestrante para las micotoxinas en el proceso de

elaboracidn de alimento para evitar o disminuir el riesgo de su proliferacion.
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Calibracién para las lecturas.
Los resultados de ELISA competitivo directo, fueron generados a través de la densidad
dptica, y a través del programa Neogen, fueron encontrados los de micotoxinas para cada

nuestra en términos de absorbancia; los cuales se resumen en los anexos
Después de realizar la curva de calibracién se observé el comportamiento del coeficiente de

correlacion (R?) cercano a 1. La presentacion de las 24 curvas de calibracion con los

resultados se mostrara en la seccién de anexos.

Para la calibracién a través del procedimiento espectrémetrico fueron analizaios los

patrones con concentraciones que van desde O ppb hasta llegar al tltimo nimero que es la

mdxima concentracion de los patrones incluidos en el kit ELISA.

Niimerao de controles para las 6 micotoxinas

N de Aflatoxina Ocratoxina Zearalenona Vomitoxina Fumonisina TZJI'!TZ
Patrones Toxina

1 0 ppb 0 ppb 0 ppb 0 ppb 0 ppb 0 ppb

2 5 ppb 2 ppb 25 ppb 0.5 ppb 1 ppb 25 ppb

3 15 ppb S ppb 75 ppb 1 ppb 2 ppb 50 ppb
4 50 ppb 10 Qb 150 ppb 2 ppb 4 ppb 100 ppb
5 25 ppb 500 ppb 6 ppb 6 ppb 250 ppb

En cuanto a los datos generados Seéonsiguc que: el valor de (R?) se acercé mucho a los
valores ideales en cual es cercano a 1, esto sefiala que la curva de calibracion se aﬁroxima a
una linea recta, presentando una adecuada correlacion entre las variables. El equipo
espectrofotométrico lo que pcrra'c tener rangos de probabilidad de erros muy pequeiio,
ademds el equipo a través de su pardmetro es un dato cualitativo permitiendo identificar si
el analito de interés se encuentra presente o no, asi sea a bajas concentraciones en la muestra

a analizar minimizando el riesgo de cometer falsos positivos y falsos negativos.

Se observa que la pendiente es negativa, esto se debe a que la relacion entre concentraciones
de las micotoxilas de Aflatoxina, Ocratoxina, Zearalenona, Vomitoxina, Fumonisina y T-
2/HT-2 Toxina en la muestra y la absorbancia (densidades dpticas) leida por el equipo es

inversamente proporcional, es decir, a mayor intensidad de color, menor es la concentracion
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de las micotoxinas mencionadas, este comportamiento es debido a que este es un
enzimoinmunoanalisis de adsorcién directo competitivo, donde se permite que las
micotoxinas libres de las muestras y controles compitan con la micotoxinas enzimomarcada

(el conjugado ) por los sitios de adsorcion de los anticuerpos.
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Resultados de micotoxinas tipo Fumonisina (ppt) zona 1
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Densidad | Resultado | Factor de Resultado
Ensayo FUMONISINA Descripcion Sptica preliminar | dilucién final
Lote de kit Pucacaca 1 O ppb 1.746 0.0
Método | Competitivo directo | 2 1 ppm 0.778 1.0
3 2 ppm 0.630 1.8
4+ 4 ppm 0438 4.3
5 6 ppm 0377 B
o Muestra 1 1.681 0.0 1.0 0.0
7 | Muestra 2 0.615 2.0 1.0 2.0
8| Muestra 3 1.860 0.0 1.0 0.0
R*-0996 G 1% Swe i
== -1421
22
—
s ==
‘H__‘“———q_
a8 e
e ——
Su —
______i____h___x
12 a ——m_h___mﬁ-_
H 4 1 ]
L
Resultados de micotoxinas tipo T-2/HT-2 Toxina (ppb) zona 1
. . Drescripcion Densidad Resultado Factor de Resultado
Ensayo T-2/HT-2 TOXNINA Sptica preliminar ditucién final
Lote de kit | Pucacaca 1 0 ppb 3.000 0.0
Meérodo Competitivo directo | 2 25 ppb 1.813 226
e S0 ppb 1.248 57.1
=+ 100 ppb 0.920 101.8
s 250 ppb 0.541 237 6
S Muestra 1 2.825 1.3 1.0 1.3
7 Muestra 2 2 204 1.5 1.0 1.5
3 Muestra 3 3.000 0.1 1.0 0.1
R* = 0.995 Cor o 035 Sope 1857
"
B
. ]
A5
5 2 L =
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Resultados de micotoxinas tipo Fumonisina (ppt) zona 2
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Ero [Fumonisia | Deerpeen | Dol | Renads B g | Repiade
Lote de kit | Winge 1 0 ppm 3.000 0.0
Meétodo Competitivo directo | 2 1 ppm 1.150 1.0
3 2 ppm 0.828 2.0
4 4 ppm 0.556 4.1
] 6 ppm 0.454 5.0
6| Muestra 1 0.006 1.4 1.0 1.4
7| Muestra 2 2.323 0.1 1.0 0.1
8| Muestra 3 0.548 4.2 1.1 4.2
R* = 0.999 CrCof 03 Sope 15D
m =-1.623
46
48
-4 |
=12
14 .
A8
1 2 4 ]
L=
Resultados de micotoxinas tipo T-2/HT-2 Toxina (ppb) zona 2
Descripcion Densidad | Resultado | Factor de | Resultado
Ensavo | T-2/HT-2 TOXINA Gptica | preliminar | dilucién final
Lote de kit | Winge 1 0 ppb 3 0.0
Metodo Competitivo directo | 2 25 ppb 2 24.4
3| 50 ppb 1.332 523
4| 100 ppb 0.946 08.7
5| 250 ppb 0.504 248 6
6| Muestra 1 3 0.0 1.0 0.0
7| Muestra 2 2 10.7 1.0 10.7
8| Muestra 3 3 0.0 1.1 0.0
R* _ 1 000 (Cor Coelf 1,000 Sepe 212
m=-2.120
s
|
345 s
B
15
= 2 W0 0
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Resultados de micotoxinas tipo Fumonisina (ppt) zona 3
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Descripcion Densidad | Resultado | Factor de | Resultado
Ensayo FUMONISINA Gptica preliminar | dilucidn final

Lote de kit Consuelo - Bellavasta | 1 0 ppm 2.166 0.0
Meétodo competitivo directo 2 1 ppm 0.672 1.1

3 2 ppm 0.547 1.8

4 4 ppm 0._408 37

5 6 ppm 0313 6.6

6 | Muestra 1 0.844 0.6 1.0 0.6

7| Muestra 2 0.642 1.2 1.0 1.2

8 | Muestra 3 0.600 1.4 1.0 1.4

R* — 0992 Cor Couf 1.552 Sepe 128
m = -1240

E-u; %R\
B _-_R‘“———--__

Log

Resultados de micotoxinas tipo T-2/HT-2 Toxina (ppb) zona 3

Descripcion Densidad Resultado Factor de | Resultado
Ensayo T-2/HT-2 TOXINA Sptica preliminar dilucion final
Lote de kit | Consuelo - Bellavista | 1 0 ppb 2.849 0.0
Meétodo competitivo directo 2 25 ppb 1.684 230
3 50 ppb 1.210 562
<4 100 ppb 0.922 1001
3 250 ppb 0.564 2412
6 | Muestra 1 2857 a0 1.0 0.0
7 | Muestra 2 2.649 1.2 1.0 1.2
8 | Muestra 3 2.562 2.10 1.0 2.1
— Corlof 135 Sepe 17X
m = -1.732
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0z
22 e
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Resultados de micotoxinas tipo Fumonisina (ppt) zona 4
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Densidad | Resultado | Factor de | Resultado
Ensayo FUMONISINA Descripcion optica preliminar | dilucion final
Lote de kit | Nuevo Chimbote -B 1 0 ppm 3.000 0.0
Meétodo Competitivo directo 2 1 ppm 1111 1.0
3 2 ppm 0838 1.9
4 4 ppm 0.547 4.5
5 & ppm 0480 56
© Muecstra 1 0.641 3.3 1.0 3.3
7 Muestra 2 0.450 6.5 1.0 6.5
8 Muestra 3 1.042 1.2 1.0 1.2
R —o.004 Tl e il
m = -1.483
= -\‘—‘—_H
T
-1
3.2
14
. ]
1 2 4 L}
Log
Resultados de micotoxinas tipo T-2/HT-2 Toxina (ppt) zona 4
Descripcion | Densidad | Resultado Factor de | Resultado
Ensayo T-2/HT-2 TOXINA Optica preliminar dilucion final
Lote de kit | Nuevo Chimbote -B 1 0 ppb 3.000 0.0
Meétodo Competitivo directo 2 25 ppb 2.537 21.9
3 50 ppb 1.897 56.0
4 100 ppb 1.251 1138
3| 250 ppb 0.710 223.6
6 | Muestra 1 3.000 1.5 1.0 1.5
7 | Muestra 2 3.000 1.5 1.0 1.5
8 | Muestra 3 3.000 1.5 1.0 1.5
R? = 0.990 Cor Conff 1350 Sope 2843
m = - 2.849
15
0s
=0
45
= 2 1w =0
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Anexo 5. Anilisis estadistico para niveles de aflatoxina en los tratamientos del maiz amarillo

en las 4 zonas de investigacién.

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para aflatoxina que representan niveles de

aflatoxina en ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

Aflatoxina
Repeticiones Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4 Suma
Ojos de Agua Centro Centro Caserio
Distrito de Poblado de Poblado de Nuevo
Pucacaca Winge — Consuelo — Chimbote —
Picota Bellavista Bellavista
1 | 294 0.6 0.1 31.1
2 1 194 0.6 0.1 21.1
3 | 308 0.6 0.1 325
Suma 3 79.6 1.8 0.3 847
Promedio 1 26.53 0.60 0.10
Suma de cuadrados 3 2189.36 1.08 0.03 21935

ANOVA de los datos experimentales correspondiente con una significancia del 5% (0.05)

para variables de aflatoxina

Fuentes de gL sC cM  Fca PTabla
variacion (x=0.05)
Tratamientos 3 151835 506.11  5239%* 406

Error experimental 8 77.31 9.66

Total 11 1595.66

FV = Fuente de Variacion  SC = Sumatoria de Cuadrados

GL = Grados de libertad. CM = Cuadrados Medios.
NS = No Significativo * = gignificativo al 5 %

F. Cal = F calculada.

F. Tab. =F tabulada (al 5 %)
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Doble entrada para comparar la significacion de la prueba de Tukey entre las medias de
los 4 tratamientos para la variable aflatoxina

( Aflatoxina)

Medias Zona 2 Zonal Zona 3 Zona 4
Centro Poblado de Ojos de Agua Centro Poblado de Caserio Nuevo

Winge — Picota Distrito de Consuelo Chimbote

Pucacaca Bellavista Bellavista

(26.53) (1.0) (0.60) (0.10)
Zonad4 =0.10 26.43 * 09 NS 05 NS -
Zonal =0.60 25.93 * 0.4 NS - -
Zonal =1 25.53 * - - -

Zona2 =26.53 - - - .

W=qVCME/r W= 4.89 x 1.7944 = 8.77 es el valor de Tukey

Anexo 6. Andlisis estadistico para niveles de ocratoxina en los tratamientos del maiz

amarillo en las 4 zonas de investigacion.

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para ocratoxina que representan niveles de
ocratoxina en ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

(OCRATOXINA)
Repeticiones Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4 Suma
Qjos de Agua Centro Centro Poblado  Caserio Nuevo
Distrito de Poblado de de Consuelo Chimbote
Pucacaca Winge Bellavista Bellavista
Picota
1 0 0 0.4 58 6.2
2 0 0 0.5 5.1 56
3 0.6 0 0.5 45 56
Suma 0.6 0 1.4 154 174
Promedio 0.20 0.00 047 5.13

Suma de cuadrados 036 0 0.66 799 80.92
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ANOVA de los datos experimentales correspondiente con una significancia del 5% (0.05)

para variables de ocratoxina.

Fuentes d F.Tabl
e e GL SC CM  F.Cal ana
variacion (x=0.05)
Tratamientos 3 5459 18.19 132.77% 406
Error experimental 8 1.1 0.137
Total 11 55.69
FV = Fuente de Variacion ~ SC = Sumatoria de Cuadrados NS = No Significativo
GL = grados de libertad. CM = Cuadrados Medios. * = significativo al 5 %
F. Cal = F calculada. F. Tab.=F tabulada(al 5 %)

Doble entrada para comparar la significacion de la prueba de Tukey entre las medias de

los 4 tratamientos para la variable Ocratoxina

( Ocratoxina)

Medias Zona 4 Zona 3 Zona 1 Zona 2
Caserio Nuevo Centro Poblado de Ojos de Agua Centro Poblado de
Chimbote — Consuelo — Distrito de Pucacaca Winge — Picota
Bellavista Bellavista
(5.13) (0.47) (0.20) 0.0)
Zona2=00 5.13* 0.47NS 0.2NS -
Zona 1=0.20 4.93* 0.27NS - -
Zona3=047 4.66% - - -
Zona4=5.13 - - - -

W=qVCME/r  W=4.89 x0.21369 = 1.044 es el valor de Tukey
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Anexo 7. Anilisis estadistico para niveles de zearalenona en los tratamientos del maiz

amarillo en las 4 zonas de investigacion.

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para zearalenona que representan niveles de

ocratoxina en ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

( Zearalenona)

Repeticiones Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4 Suma
QOjos de Centro Centro Poblado Caserio
Agua Poblado de de Consuelo — Nuevo
Distrito de Winge — Chimbote —
Pucacaca Picota Bellavista Bellavista
1 09 03 23 43 78
2 0 30.3 23 6.7 393
3 0 11.6 14 5.7 18.7
Suma 09 422 6 16.7 65.8
Promedio 0.30 14.07 2.00 557
Suma de cuadrados 0.81 1052.74 12.54 95.87 1161.96

ANOVA de los datos experimentales correspondiente con una significancia del 5% (0.05)

para variables de zearalenona

Fuentes de G.L SC cM F.Ca [-labla
variacion (x = 0.05)
Tratamientos 3 338.04 112.68 195 NS 4.06
Error experimental 8 463.12 57.89
Total 11 801.16

FV = Fuente de Variacion = SC = Sumatoria de Cuadrados =~ NS = No Significativo
GL = grados de libertad. CM = Cuadrados Medios. * = significativo al 5 %
F. Cal = F calculada. F. Tab.= F tabulada(al 5 %)
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Doble entrada para comparar la significacion de la prueba de Tukey entre las medias de
los 4 tratamientos para la variable zearalenona

( Zearalenona)

Medias Zona 2 Zona 4 Zona 3 Zona 1
Centro Poblado de Caserio Nuevo Centro Poblado Ojos de Agua
Winge — Chimbote — de Consuelo — Distrito de
Picota Bellavista Bellavista Pucacaca
(14.07) (5.57) (2.0) (0.30)

Zonal =030 13.77 NS 527 NS 1.7NS -
Zona3 =20 12.07 NS 3.57 NS - -
Zona 4 =5.57 8.5NS - - -
Zona 2 = 14.07 - - - -

W=gVCME/r W= 4.89 x 43927 = 21.48 es el valor de Tukey

Anexo 8. Resultados obtenidos con la técnica de ELISA para vomitoxinas (DON), en maiz

amarillo en las 4 zonas de investigacion

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para vomitoxinas (DON) que representan
niveles de Vomitoxinas en ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

( VOMITOXINAS )

Repeticiones Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4 Suma
Ojos de Agua Centro Centro Poblado Caserio Nuevo
Distrito de Poblado de de Consuelo — Chimbote —
Pucacaca Winge - Bellavista
Bellavista
Picota

1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 03 0 0 0 0
Suma 0.3 0 0 0 0
Promedio 0.1 0 0 0 0

Suma de cuadrados 0.09 0 0 0 0
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Anexo 9. Anilisis estadistico para niveles de fumonisina en los tratamientos del maiz

amarillo en las 4 zonas de investigacion.

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para fumonisina que representan niveles de

Fumonisina en ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

( FUMONISINA)

Repeticiones Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4 Suma
Ojos de Agua Centro Centro Poblado Caserio Nuevo
Distrito de Poblado de de Consuelo — Chimbote —
Pucacaca Winge — Bellavista Bellavista
Picota
1 0 14 0.6 33 5.3
2 2 0.1 1.2 6.5 98
3 0 42 14 1.2 6.8
Suma 2 57 32 11 21.9
Promedio 0.67 1.90 1.07 3.67
Suma de cuadrados 4 1961 3.76 54.58 81.95

ANOVA de los datos experimentales correspondiente con una significancia del 5% (0.05)

para variables de fumonisina

Fuentes d F.Tabl
uentes ce G.L SC CM F.Cal aba
variacion (o =0.05)
Tratamientos 3 15.94 5.31 1.63 NS 406
Error experimental 8 2605 3.25
Total 11 4199
FV = Fuente de Variacién SC = Sumatoria de Cuadrados * = significativo al 5 %
GL = grados de libertad. CM = Cuadrados Medios. NS = No Significativo

F. Cal = F calculada. F. Tab. = F tabulada (al 5 %)
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Doble entrada para comparar la significacion de la prueba de Tukey entre las medias de

los 4 tratamientos para la variable fumonisina

( Fumonisina)

Medias Zona 4 Zona 2 Zona 3 Zonal
Caserio Nuevo Centro Poblado de Centro Poblado de Qjos de Agua Distrito
Chimbote — Winge — Consuelo — de Pucacaca
Bellavista Picota Bellavista
(3.67) (1.90) (1.07) 0.67)
Zona 1 =0.67 3NS 1.23 NS 04NS -
Zona3=107 2.6 NS 0.83 NS - -
Zona 2 =190 1.77 NS - - -
Zonad =367 - - - -

W=q JCME/r W= 4.89 x 1.0408 = 5.08 es el valor de Tukey

Anexo 10. Anilisis estadistico para niveles de T2/HT2 toxina en los tratamientos del maiz

amarillo en las 4 zonas de investigacion.

Resultados obtenidos con la prueba de ELISA para T2/HT2 Toxina que representan niveles
de T2/HT2 Toxina en ppb en muestras de maiz amarillo en las 4 zonas

( T2/HT2 TOXINA)

Repeticiones Zonal Zona2 Zona 3 Zona 4 Suma
Ojos de Agua Centro Centro Caserio Nuevo
Distrito de Poblado de Poblado de Chimbote —
Pucacaca Winge — Consuelo - Bellavista
Picota Bellavista
1 1.3 0 0 1.5 28
2 1.5 10.7 12 1.5 149
3 0.1 0 2.1 1.5 3.7
Suma 29 10.7 33 45 214
Promedio 097 3.57 1.10 1.50

Suma de cuadrados 395 114 .49 5.85 6.75 131.04
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ANOVA de los datos experimentales correspondiente con una significancia del 5% (0.05)

para variables de T2/HT-2 Toxina.

Fuentes de F.Tabla
G.L SC CM F.Cal
variacion (a=0.05)
Tratamientos 3 13.18 439 0.43 NS 4.06
Error experimental 8 79.7 998
Total 11 9288

SC = Sumatoria de Cuadrados
CM = Cuadrados Medios.
F.Tab. = F tabulada (al 5 %)

FV = Fuente de Variacion
GL = grados de libertad.
= F calculada.

NS = No Significativo
* = significativo al 5 % F.Cal

Doble entrada para comparar la significacion de la prueba de Tukey entre las medias de

los 4 tratamientos para la variable T2/TH2 Toxina

(T2/HT2 Toxina)
Medias Zona 2 Zona 4 Zona 3 Zona 1
Centro Poblado de Caserio Nuevo Centro Poblado de Ojos de Agua

Winge Chimbote Consuelo Distrito de

Picota Bellavista Bellavista Pucacaca

3.57) (1.50) (1.10) (0.97)
Zona 1 =097 2.6 NS 0.53NS 0.13NS -
Zona3=1.10 247 NS 0.4 NS - -
Zona4 =150 207 NS - - -
Zona2 =357 - - - -

W=q JCME/r W= 489 x 1.8238 = 891 es el valor de Tukey




Anexo 11. Preparacién y molienda del maiz amarillo
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Anexo 15. Equipos, materiales y reactivos ELISA

Anexo 16. Adicién con micropipeta de 100 ul de punta desechable, adicién 100 ul de
conjugado (frasco etiqueta azul) en cada pocillo marcado de rojo.

Anexo 17. Adicion de 100 ul de controles positivos (frasco de etiqueta amarillo) y las
muestras al pocillo marcados de color rojo.

Anexo 18. Mezcla y transferencia de 100 ul a los pocillos de anticuerpos. Incubado durante
los minutos de cada micotoxina
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Anexo 19. Removido del liquido de los pocillos de anticuerpos.

Anexo 21. Invertido de los pocillos de anticuerpos sobre un papel toalla absorbente, con
varias repeticiones hasta que no queda liquidos en los pocillos.
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Anexo 23. Adicion de 100 ul de sustrato (frasco etiqueta rojo) a todos los pozos blancos.
Agitar por deslizamientos, limpiar las bases de los pozos.

Anexo 25. Obtencién de Valores proximales del maiz amarillo por la técnica

espectrofotémetro infrarrojo cercano (NIR)
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