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RESUMEN

Los mohos tienen la capacidad de colonizar diferentes sustratos, estos a su vez son
capaces de producir micotoxinas las cuales son causantes de micotoxicosis en el hombre
y animales tales como la ocratoxina A, producida por el género Aspergillus y Penicillium
y las fumonisinas producidas por el género Fusarium. Se procesaron 38 muestras de maiz
morado procedentes de centros de expendio del Cusco: 06 mercados y 02 supermercados,
durante los meses de enero a abril del 2022, con el objetivo de cuantificar ocratoxina A 'y
fumonisinas totales en muestras de maiz morado (Zea mays L.). Se determin6 por ELISA
ocratoxina A donde 7,9% (3) sobrepasan los limites maximos permisibles segtiin el Codex
Alimentarius (5ppb), con un rango entre 5,08 — 72,44 ppb. La produccion de Ocratoxina
A se relaciona con la presencia de Aspergillus sp. y Penicillium sp. Se determind por
ELISA Fumonisinas totales donde el 53% (20) superan los limites maximos permisibles
segun el Codex Alimentarius (4ppm) con un rango entre 2,15 — 13,80 ppm. La produccion
de Fumonisinas totales se relaciona con la presencia de Fusarium sp. Se identificaron
hongos de los géneros: Penicillium sp. 44.9%, Aspergillus sp. 31.4%, Fusarium sp.
18.9%, Mucor sp. 4.1%, Scropulariopsis sp. 0.5% y Rhizopus sp. 0.2%. También, se
determind una media para humedad de 32,06 (+7,07), resultando que el 100% de muestras
superan los limites méximos permisibles; Respecto a la acidez el 52,6% (20) presentaron
valores por encima del limite méximo permisible y el 47,4% (18) con valores por debajo
del limite maximo permisible. Respecto al pH el 7,9% (3) de las muestras son
considerados no aceptables por la NTP 209.064. La correlacion entre la cuantificacion de
mohos con humedad, acidez y pH fue positiva, pero no existe diferencia significativa.

Palabras clave: Ocratoxina A, Fumonisinas totales, maiz morado, ELISA.



INTRODUCCION
El maiz (Zea mays L.) es uno de los principales cereales cultivados a nivel mundial por
las cualidades alimenticias que posee, para la produccion de proteina animal, el consumo
humano y uso industrial; por lo cual tiene gran importancia para el mercado mundial.
(Robles et al., 2018). Particularmente el maiz morado se caracteriza por su alto contenido
de antioxidantes que retarda el proceso de envejecimiento celular, ademas de contrarrestar
los efectos nocivos de los radicales libres, estrés oxidativo y la carcinogénesis, asi como
de ser un sustituto para colorantes alimenticios artificiales. (Guillén et al., 2014).
Es muy utilizado en la dieta humana, pero es un alimento muy susceptible a la
contaminacion por hongos y muchas veces es consecuencia del mal manejo de los granos
durante la cosecha, asi como también del almacenamiento de estos; generando pérdidas
econdmicas, debido a la disminucion en la calidad nutritiva del alimento y cambios en las
condiciones organolépticas. (Medina, 2009)
Los hongos producen diversas micotoxinas como: aflatoxinas, ocratoxinas, tricocenos,
fumonisinas, zearalenona, alcaloides entre otros; estas pueden causar enfermedades que
se presentan tanto en humanos como en animales, las micotoxinas son moléculas toxicas
sintetizadas por hongos que crecen en plantas, hojas de arboles, restos de madera, henos,
silos, granos, subproductos y otros alimentos almacenados; asi como en lugares humedos
y en animales. (Perusia & Rodriguez, 2001)
Las micotoxinas pueden provocar en el hombre alteraciones en diversos organos y
sistemas, hasta la fecha existe evidencia que pueden ser potencialmente cancerigenas
como la aflatoxina B1, fumonisinas y ocratoxina A. (Medina, 2009)
La ocratoxina A (OTA), es producida principalmente por hongos del género Aspergillus

y Penicillium, que en concentraciones moderadas puede ser nefrotoxicas, asi como a altas
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concentraciones puede llegar a ser hepatotdxica, estd micotoxina es capaz de actuar como
teratogénica, mutagénica y posiblemente embriotoxica. (Perusia & Rodriguez, 2001)
Las fumonisinas son micotoxinas que contaminan principalmente el maiz y son
producidas por los hongos del género Fusarium como: Fusarium moniliforme y Fusarium
proliferatum, durante el cultivo y almacenamiento del grano. La concentracion de
fumonisinas presentes en el maiz podria ser la causa de cancer esofagico relacionado con
la exposicion a estas micotoxinas. (Torres & Lopez, 2010)

Por lo mencionado anteriormente se realizd la determinacion de Ocratoxina A y
Fumonisinas totales por ELISA a partir de maiz morado procedentes de diferentes centros

de expendio de la ciudad del Cusco.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El expendio de maiz morado en los centros de abasto no contempla un buen manejo por
parte de las expendedoras quienes almacenan dicho producto de manera inadecuada
(sacos, cajas o en el suelo), actuando sobre ello factores ambientales como la temperatura
y humedad. Ademas, este producto no llega completamente seco siendo este un principal
factor para la contaminacién. Los factores antropogénicos como son: la mala
manipulacion de los alimentos, el inadecuado proceso en el lavado de manos, la
segregacion de residuos solidos cerca a los centros de abasto; siendo estos los factores
mas relevantes para que el maiz morado pueda contaminarse con hongos y estas a su vez
producir micotoxinas dafiinas para la salud publica.
Las malas practicas en la cosecha, transporte y almacenamiento de este alimento pueden
provocar contaminacion por hongos del género Aspergillus, Penicillium y Fusarium, que
son productores de micotoxinas.(MINAGRI, 2018)
Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunas especies de hongos,
lo que representa un peligro para la salud humana y de los animales, estas son sustancias
toxicas y pueden ser cancerigenas.(Bolet & Socarras, 2005)
Se han identificado varios cientos de micotoxinas, las mas frecuentes son: las aflatoxinas,
la ocratoxina A, las fumonisinas, la zearalenona, la patulina, el nivalenol y
desoxinivalenol. Las micotoxinas aparecen en la cadena alimentaria a consecuencia de la
infeccion de los cultivos por mohos, ya sea antes o después de la cosecha. (OMS, 2018).
Los 6rganos mads sensibles a la accion de la ocratoxina A son los rifiones y el higado,
pudiendo causar necrosis tubular en los riflones y enteritis en el intestino delgado. (Bolet
& Socarras, 2005).
La fumonisina, es la mas toxica para los humanos, se ha asociado esta micotoxina con

efectos hepatotoxicos, neurotoxicos, nefrotdxicos e inmunosupresores en humanos y
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animales. Esta micotoxina se encuentra presente en cereales, siendo el maiz el mas
afectado, seguido de trigo y cebada. (Deepthi & Sreenivasa, 2021).

Las micotoxinas consumidas en alimentos son acumuladas por afios en el ADN, causando
efectos dafiinos como mutaciones, malformaciones en fetos, abortos y diferentes tipos de
cancer (higado, pancreas, pulmon o cervicouterino). (Carvajal, 2013)

En el Pert, durante el periodo del 2014 al 2018 la distribucion de los casos de cancer fue:
al estomago 11,1%; a la prostata 5,4%; al sistema hematologico 3,3%, al higado 1,8% y
al rifion 1,4%.(MINSA, 2021)

Por lo mencionado anteriormente nos hicimos la siguiente interrogante:

(Las concentraciones de Ocratoxina A y Fumonisinas totales presentan valores que
superan los limites méximos permisibles segiin Codex Alimentarius en muestras de maiz

morado (Zea mays L.) procedentes de centros de expendio de la ciudad del Cusco?



JUSTIFICACION
La Seguridad Alimentaria Nutricional, es un estado por el cual todas las personas gozan
de forma oportuna y permanente, el acceso econdmico, fisico y social a los alimentos que
necesitan, en calidad y cantidad, para su adecuado consumo y utilizacion, garantizandoles
un estado de bienestar que coadyuve al logro de su desarrollo. (FAO, 2006).
Son importantes las Buenas Practicas Agricolas de higiene y manipulacion con el fin de
disminuir las causas de riesgo que pueden predisponer la contaminacion de los cereales
cultivados por micotoxinas de los hongos.(Elika, 2013)
El maiz es uno de los alimentos mas susceptibles a la acumulacion de micotoxinas con
caracter hepatotoxico, nefrotoxico y carcindogeno. Por otro lado, el control de calidad de
los alimentos en el Peri segin la RM 591-MINSA-2008, contempla controles
microbioldgicos mas no criterios que comprenden la determinacion de micotoxinas.
Los principales factores asociados a la toxicidad de las micotoxinas en humanos son: la
biodisponibilidad y la toxicidad, asi como la cantidad de micotoxinas y la concentracion
del alimento consumido, el peso y la edad de la persona. Por ende, los nifios y jovenes
son mucho mas susceptibles a contaminarse debido a que ellos no cuentan con suficientes
mecanismos de detoxificacion. En los nifios el cerebro continua desarrollandose durante
muchos afos por ende son mucho mas susceptibles pudiendo verse afectado el sistema
nervioso central, poniendo en riesgo su salud.(Gimeno & Martins, 2003)
El Zea mays L. variedad morada, es una variedad genética de maiz peruano, este fruto
contiene el pigmento denominado antocianina, que se encuentra en mayor cantidad en la
coronta y en menor proporcion en el grano, siendo este uno de los principales alimentos
en la dieta peruana, utilizado a menudo en la preparacion de bebidas como la chicha

morada, api y postres como la mazamorra morada. (Guillén et al., 2014).
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Los factores fisicoquimicos que influyen en la produccion de micotoxinas en los
alimentos ya sea durante el crecimiento del cultivo o tras la cosecha, el almacenamiento,
transporte son: la temperatura, humedad y la actividad de los insectos son factores
ambientales que pueden favorecer la diseminacion y crecimiento del hongo y la
produccion de toxinas. Por otro lado, son importantes también la condiciones ambientales
la presencia y concentracion de las toxinas es variable durante todo el afio a las
condiciones climaticas. (Blandon & Denli, 2011).

En el Peru existe escasa investigacion sobre las micotoxinas en alimentos de primera
necesidad motivo por el cual se propuso realizar esta investigacion en el maiz morado

para asi demostrar la existencia de Ocratoxina A y Fumonisinas totales en dicho producto.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las concentraciones de Ocratoxina A y Fumonisinas totales por ELISA a

partir de muestras de maiz morado (Zea mays L.), procedentes de centros de expendio del

Cusco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar la cuantificacion e identificacion de mohos a partir de muestras de maiz
morado (Zea mays L.).

2. Realizar el andlisis fisico - quimico (humedad, acidez y pH) del maiz morado (Zea
mays L.).

3. Determinar la concentracion de Ocratoxina A y Fumonisinas totales, por el método
ELISA.

4. Establecer correlacion entre la concentracion de Ocratoxina A y Fumonisinas totales

respecto a la cuantificacion de hongos.
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HIPOTESIS
La concentracion de ocratoxina A y fumonisinas totales determinadas por ELISA, a partir
de muestras de maiz morado (Zea mays), obtenidos de los centros de expendio del Cusco,

sobrepasan los limites maximos permisibles segiin el Codex Alimentarius.
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CAPITULO1
MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. INTERNACIONALES

» Robledo, et al., (2001). En su estudio titulado "Contaminacion natural con micotoxinas en
maiz forrajero y granos de café verde en el Estado de Nayarit (México)™ estudiaron la
presencia de micotoxinas para maiz forrajero (zearalenona, fumonisina B1, toxina T-2 y
diacetoxiscirpenol) y para café verde (ocratoxina A), en muestras procedentes del estado
de Nayarit (México). Las muestras de maiz analizadas presentaron una contaminacion por
fumonisina B1 con una concentracion promedio de 2,541 ug/Kg, ademas el 15% contenian
zearalenona con un promedio de 1,610 ng/Kg y para la toxina T2 el promedio fue de 7
png/Kg. Para las muestras de café verde se encontrd un promedio de ocratoxina A de 30,1
ng/Ke.

» Ortiz & Ramirez, (2006). En su tesis titulada "Determinacion de la composicion quimica
proximal y fibra dietaria de 43 variedades de criollas de maiz de 7 municipios del sureste
de estado de Hidalgo™, en México determinaron la composicion quimica del maiz criollo,
en 43 muestras de maiz encontraron un promedio de 8.61% de humedad, 1.44% de ceniza,
10.06% de proteina, 5.08% de grasa y 15.19% de fibra. En general se encontrd una
humedad de 8.61 (+0.81).

> Vega, (2012). Realizo el estudio "Hongos micotoxigénicos y aflatoxinas en granos de maiz
de diferentes origenes geograficos de la reptblica 7mexicana” Determinando la presencia
de mohos y aflatoxinas en muestras de maiz, de distintos puntos como: campos, silos y

restos de cultivos de: Chiapas Nayarit, Guanajuato, Michoacan, Coahulia, Hidalgo, Jalisco,



Sonora, Taulipas, Oaxaca, Quintana Roo, Veracruz, Nuevo Ledén y Zacatecas. Se
determinaron mohos toxico génicos como: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Fusarium y Penicillium. Presentaron una incidencia para Fusarium de 76.99%, A. flavus
con 11.72%, A. parasiticus con 0.57% y Penicillium sp. con 0.53%. La cuantificacion de
aflatoxinas se realizé mediante el método de Aflatest de Vicam modificado, en el cual todas
las cepas sobrepasan todos los limites méaximos permitidos segun la norma Oficial
Mexicana NOM — 187-SSAI/SCFI-2001 constituidos por 20pb, para las harinas y cereales;
las concentraciones de aflatoxina variaron entre 22 — 2250 ppb.

Villela et al., (2018). En la investigacion que realizaron, hicieron la determinacion
cuantitativa y cualitativa de micotoxinas (aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A y
desoxinivalenol) en granos de maiz producidos y consumidos en diferentes localidades de
los municipios de Jocotan, Camotan y San Juan Ermita del departamento de Chiquimula-
Guatemala. Del total de las 96 muestras tomadas por etapas en tapisca (cosecha de maiz),
se obtuvo el 15.2% aflatoxinas, 0,73% ocratoxina y 0% desoxinivalenol; para la etapa de
almacenamiento 33,3% aflatoxinas, 33,3% ocratoxina, 23,5% fumonisinas y 0%
desoxinivalenol mostrando alta presencia y para la etapa de consumo se obtuvo
fumonisinas en un 6,7% en un nivel alto de micotoxina. Los niveles de las micotoxinas
aumentan durante el almacenamiento por factores como la humedad del grano en la cual
se almacena y la temperatura ambiental durante este periodo. El1 100% de las muestras
resultaron positivas para las micotoxinas en estudio asumiendo un nivel de confianza del
95%.

Esposito & Ferraguti (2019). En su trabajo de investigacion titulado “Identificacion de

hongos en espigas de maiz tardio y acumulacion de fumonisinas y DON durante el secado



a campo” en la localidad de Oliveros (Argentina). Seleccionaron aleatoriamente 50
muestras. Seleccionaron 50 muestras aleatoriamente y determinaron fumonisinas y DON
por ELISA encontrando que se hallaban dentro del rango de recomendacion segun la FDA
(Food and Drugs Administration) de los Estados Unidos.

Maldonado (2020). En su tesis titulada "Fumonisinas en muestras de harina de maiz
comercializadas en Resistencia — Chaco: Comparacion de un método comercial rapido de
ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) con el método de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), de referencia para la deteccion y cuantificacion™. En la localidad de
Cordova (Argentina). Realizo la deteccion de fumonisinas en 30 muestras de harina de
maiz envasada y 30 sueltas, colectadas de diferentes comercios como: minoristas,
supermercados y almacenes de barrio. E1 30% del total de muestras (envasadas mas sueltas)
presentaron valores entre el limite de deteccion y 1,00ppm; el 20% entre 1,00 y 2,00ppm;
el 24% entre 2,00 y 3,00ppm y el 26% mayor a 3,00ppm. Asimismo, encontrd que las
harinas de almacén tuvieron mayor grado de contaminacion respecto a las envasadas de los
supermercados. La comparacion de 15 muestras que sobrepasan 2,0ppm por el método de
ELISA y por HLPC, se hallo el promedio de fumonisinas totales de 7,36ppm. Y de las otras
15 muestras analizadas por el método de ELISA fumonisinas en 4,67ppm. Los dos métodos
demostraron una buena correlacion de R2=0.82, de las muestras analizadas estas contenian
el género Fusarium, entre ellas la especie de Fusarium verticillioides, fue la principal
especie productora de fumonisinas, en 13 muestras se aislo Aspergillus, en 9 muestras
especies de Penicillium, en 4 de las muestras Alternaria 'y en 1 muestra Aspergillus seccion

Flavi y también seccion Nigri y Mucor spp.



1.1.2. NACIONALES

» Salcedo et al. (2001). En su trabajo de investigacion titulado “Determinacion de ocratoxina
en maiz utilizado en granjas porcinas de Lima — Pert”. Determinaron ocratoxina A en maiz
usado en granjas porcinas de Lima. De 62 muestras de maiz amarillo mediante método
Inmunoenzimatico de ELISA, observaron que el 35.5% de las muestras estaban
contaminadas con ocratoxina A en un promedio de 8 ug/kg segun la FAO.

> Reyes, (2006). En el estudio titulado "Determinacion de Aflatoxinas y Ocratoxinas en la
maca seca y harina de maca (Lepidium meyenii walp) . Determiné las concentraciones de
aflatoxinas y ocratoxina de las muestras que recolecto en 4 comunidades y 4 mercados en
diferentes lugares del Pert (Junin, Cerro de Pasco, Huancavelica y Lima) por el método de
ELISA. Encontré en maca seca, 29.17% con concentraciones menores de al limite maximo
permitido segiin la USFDA para aflatoxina total; para ocratoxina A el 1.4% se encuentran
libres de toxinas y el 76.4% por debajo del limite maximo, sin embargo, se observo que el
22,2% representa un peligro, porque sobrepasan los limites mdximos permitidos segun la
norma USFDA siendo no aptos para el consumo. En las muestras de harina de maca
aflatoxinas total el 91.67% de las muestras se encuentran sobre el limite médximo permitido,
estas no se encuentran aptas para el consumo y en ocratoxina A el 75% tuvieron
concentraciones en niveles menores al limite maximo permitido indicando riesgo de
contaminacion; pero, el 25% del total de las muestras de harina de maca representa peligro
porque contiene ocratoxina A en niveles superiores al limite maximo permitido segun la
USFDA.

» Pino, (2011). En su tesis titulada "Caracterizacion fisicoquimica de la harina de maiz

criollo (Zea mays amylacea) y su aplicacion en la elaboracion de pan”. Caracterizo la harina



de maiz amilaceo por sus propiedades fisico quimicas con una densidad de 0,60g/cm* pH
de 6,53; acidez total de 0,14% expresado por acido sulfurico; humedad de 11,31; proteinas
10,0; carbohidratos 72,01. Ademas de estudiar la composicion de la masa para pan.
Guerrero & Parreiio, (2018). En su tesis “Determinacion de micotoxinas por el método
de ELISA en soya para aves en produccion en la provincia de Chincha — Lima”. En 20
molinos de 5 distritos (Chincha Alta, Pueblo Nuevo, Grocio Prado, Sunampe y Alto Larén),
del 100% de las muestras analizadas para aflatoxinas ninguna de las muestras sobrepaso
los limites permisibles (10ppb). Con respecto a la ocratoxina A (OTA) el 20% se
encontraban por encima de la norma (50ppb) segiin GIMENO vy el 80% se encontraba
dentro de los limites méximos permitidos. Referente a la toxina T-2 el 60% de las muestras
con valores por encima de la norma (150ppb) y el 40% se encontraba dentro de los limites
maximos permitidos segiin Gimeno.

Cabanillas & Castro, (2022). En su tesis titulada “Evaluacién de ocratoxina A y andlisis
micotoxigénicos en Zea mays L. maiz morado” en Lima. Evaluaron ocratoxina A por el
método de HPLC separadas por columnas de afinidad ademas identificaron la presencia de
hongos por método directo e indirecto. Las muestras presentaron un nivel de contaminacion
de 10,92; 13,27 ppb de OTA; el contenido de OTA supera los limites méximos permisibles
(5pg/kg) establecidos por la Unidon Europea. Se identificaron la presencia de Penicillium
sp. Rhizopus sp, Geotrichum sp. mediante el método directo y Rhizopus sp. mediante el

método indirecto.



1.1.3. LOCALES

» Romero et al. (2018). En su tesis “Cuantificacion de aflatoxinas totales en harina de maiz
que se expende en tres mercados de la ciudad del Cusco”. De las 36 muestras de harina de
maiz procedentes de los mercados de San Pedro, Ttio y Vinocanchdn. En los resultados
para aflatoxinas se obtuvo que el 92% de las muestras se encuentran dentro de los limites
maximos permisibles y en el 8% no se detecto. El género Fusarium presento frecuencia de
77.17%, Penicillium 17.14%, Mucor 5.01%, Aspergillus 0.19%, Rhizopus 0.49% y
Scropulariopsis 0.05%. En la determinacion de humedad, de las 36 muestras el 5.56%
superan estos limites maximos permisibles segiin la norma del CODEX STAN 154 — 1985,
estas muestras fueron provenientes del mercado San Pedro. Para la determinacion del pH
el 81% de las muestras presento una media de 4,59 los cuales, se encuentran dentro del

rango segin la NTP 209.064.



1.2. ORIGEN DEL MAIZ
El maiz es uno de los tres granos esenciales para la alimentacién de la humanidad, ademas
de ser un recurso filogenético social y cultural legado por los antiguos peruanos al mundo.
Es originario de la cultura andina peruana, las evidencias son los fitolitos mazorcas y granos
de prototipos de las razas: Kculli, Confite y Morocho encontrados en las cuevas de
Guitarreros Choquequirao, asi también en los fardos funerarios de las planicies de Casma
y Huarmey, las cuales fueron sometidas al carbono 14, demostrando que tienen una
antigiiedad de 4756, 6081, 12000 a.C. (Pérez, 2020)
La importancia en el consumo del maiz permitio el desarrollo de culturas peruanas como
son Paracas, Chimu, Nazca, asi como también el imperio incaico; considerandose al maiz
como base de la alimentacion de las culturas americanas. (MINAGRI, 2019)

1.3. DESCRIPCION BOTANICA DEL MAIZ
El maiz perteneciente a la familia de las poaceae, es una planta robusta y anual, presenta
una raiz fasciculada que da el anclaje de la planta al suelo, el tallo es simple erecto y de
elevada longitud con pocos macollos o ramificaciones; por su aspecto se asemeja a la cafia
de aztcar por la presencia de nudos y entrenudos y una medula esponjosa.(MINAM, 2018)
Las hojas son alargadas de borde aspero, lanceoladas y paralelinervadas las cuales nacen
nacen de los nudos de manera alterna a lo largo del tallo; estas abrazan al tallo por medio
de una vaina que envuelve el entrenudo y la yema floral.(Kato et al., 2009).
Las yemas presentan un limbo ancho, alargado y flexuoso; del tallo nacen dos o tres
inflorescencias muy densas o mazorcas envueltas en espatas de la axila de la hoja. Ademas,

el maiz es una planta monoica ya que las flores femeninas estan separadas de las



masculinas, la inflorescencia masculina es una panoja y la inflorescencia femenina se
desarrolla dentro de la mazorca. (MINAM, 2018)
En las mazorca se ven filas de granos cuyo niimero puede variar de ocho a treinta.(Freddy,
2008).
1.3.1. POSICION TAXOMICA DEL MAi{Z
En cuanto a su posicion sistematica, el maiz segiin la nomenclatura ofrecida por Linneo
en 1737 (Fernandez, 2009) en su libro “Genera Plantarum”, se nombra como Zea mays,
con la siguiente clasificacion:
Reino: Vegetal (Plantae)
Division: Angiospermae (Magnoliophyta)
Subdivision: Pteropsidae
Clase: Monocotyledoneae
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Tribu: Maideae
Género: Zea
Especie: Zea mays L. (MINAM, 2018)
1.4IMPORTANCIA DEL CULTIVO DEL MAIZ EN EL PERU
El maiz es el tercer cultivo mas importante en el mundo por su gran adaptabilidad, este
alimento se cultiva en casi todo el mundo siendo este el alimento basico para millones de
personas en América Latina.(Sanchez, 2021)
El maiz es uno de, los principales cultivos en el Peru. En promedio se siembran unas 520

mil hectareas de maiz al afio a nivel nacional y alrededor de 82 mil familias dependen



directamente de este cultivo, lo que demuestra su importancia socioecondmica para el pais.
En el caso del maiz amarillo duro (MAD), aproximadamente el 90% del area de MAD esta
destinada a la produccion de grano usado para la alimentacion de pollos cerdos y vacunos
y el 10% del area restante se destina a la produccion de forraje para la alimentacion de
ganado lechero. En los tltimos afios se viene usando la planta del maiz para la alimentacién
de animales menores como los cuyes. (Leon, 2020).
Cuando hablamos del maiz peruano, debemos saber que en el Peru existen alrededor de 52
razas de maices y cientos de variedades, a las que se suman los maices hibridos y los maices
introducidos de otras regiones del mundo que lograron adaptarse a las caracteristicas
edafoldgicas y climaticas de nuestro pais. (MIDAGRI, 2021)
La produccion de maiz amildceo se lleva a cabo en 19 departamentos del Peru, sin embargo,
el 37% de la produccion nacional se concentra en Cusco y Apurimac. En caso del Cusco,
ocupa el primer lugar como zona de produccion por la creciente demanda del maiz blanco
gigante del Cusco; que es un maiz harinoso de grandes granos con solo ocho filas por
mazorca. (MINAGRI, 2019)

1.5.EL MAIZ CON RESPECTO AL CONSUMO HUMANO Y DE LOS ANIMALES
La desnutricion es uno de los mas grandes problemas, ya que este afecta a 178 millones de
nifios en todo el mundo, de los cuales 55 millones son menores de 5 afios estos, sufren
desnutricién aguda, una enfermedad que termina con la vida de nueve nifios cada minuto.
(Mazon et al., 2012)
Actualmente el maiz constituye el tercer cereal mas cultivado en el mundo, después del
trigo y el arroz, considerandolo, asi como la base de la alimentacion de muchos paises. El

maiz es un alimento muy completo, que contiene muchas vitaminas y minerales que



favorecen al metabolismo de los humanos. Por ello la OMS recomienda el consumo de este
alimento. (Pénelo, 2018). El maiz es un cereal que tiene un consumo diferencial, segun el
ambito geografico; por el lugar donde habitan el mayor consumo se da en el ambito rural
12.60 kilogramos cuatro veces mas que en el area urbana que tiene un consumo promedio
per capita de 2.9 kilogramos al afio. (INEI, 2009).
La calidad de la produccion de maiz afecta la alimentacion de los animales, por lo cual se
busca un alto rendimiento. Cabe sefialar que la distribucion, envejecimiento y preservacion
de la materia seca, las cuales establecen el valor nutritivo del cultivo de maiz. (Flores, 2020)
1.5.1. CLASIFICACION DEL MAIZ
El maiz posee una variabilidad en el color del grano, la textura, la apariencia y la
composicion. Puede ser clasificado en diferentes tipos segun: la constitucion del
endospermo y del grano, el ambiente en que es cultivado, el color del grano, la madurez
y el uso que se le da.(FAO, 2001).
De acuerdo al caso evolutivo del Pert1 se establecieron 9 grupos, razas y subrazas:
1. Grupo Tunicados: raza Pesqoruntu y subraza Oq’e.
2.Grupo Reventones: raza Confite, subraza Blanco puntiagudo, Punefio, Morocho y
Wayra.
3.Grupo Colorantes: raza Kculli subraza; Yanasara.
4.Grupo Dulces: raza Chullpi, subraza; P’acchu, Amarillo y Rojo.
5.Grupo Cristalinos: razas Cuzco cristalino amarillo y Cuzco cristalino blanco.
6.Grupo Morochos: raza Morocho, subraza; Amarillo, Amarillo Mollepata,

Chaminco, Rojo Mollepata y Morado canan.
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7.Grupo Amildceos Propiamente Dichos: raza Cuzco Gigante, subrazas; Amarillo
Calca, Saqta t'ika, Q’asa lucuchanca, Sagsa cuti, Wayra y Waccamolle.
8.Grupo Amilaceos de Montafia - Yunga: razas Laurel y Punayso.
9.Grupo Amildceos Cancheros: razas Pesqoruntu, Rabo de zorro, Huancavelicano
yuraq y waccamolle, Granada t’ika, Granada yuraq pifia. (Pérez, 2020)
1.5.2. MAIZ MORADO
El maiz morado se puede sembrar entre los 1200 y 2400 metros de altitud. Las épocas
mas propicias de siembra en la sierra corresponden entre los meses de agosto y octubre;
y en la costa entre los meses de abril y setiembre.(Chavez, 2000). En el Pert se
siembran aproximadamente 500 ha de maiz morado, las variedades mas conocidas son
Negro de Junin, Morado de Caraz, Cusco morado, Arequipeio y Canteflo entre otras
variedades mejoradas. (Vasquez et al., 2020)
El maiz morado es oriundo de América, posee un epispermo (granos) y la tusa
(coronta) las cuales poseen los pigmentos llamados antocianinas, estos pertenecientes
al grupo de los flavonoides. Esta coloracion es resultado de la accion de los genes que

se encuentran localizados en los cromosomas. (Guillén et al., 2014)

Figura 1: Maiz morado

(MIDAGRI, 2021)
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Composicion Quimica del Maiz Morado

Los componentes quimicos que posee el maiz morado son: acido salicilico, grasas,
resinas, saponinas, sales de potasio y sodio, azufre y fosforo y sus compuestos fenolicos.
Los compuestos fenodlicos que se encuentran en el maiz morado, actian como
antioxidantes secuestrando especies reactivas de oxigeno e inhibiendo enzimas
productoras de radicales libres; dentro de estos compuestos tenemos las antocianinas,
que son pigmentos hidrosolubles ampliamente distribuidos en los vegetales. La
cianidina 3-glucosido, es una importante antocianina presente en el maiz morado; esta
puede suprimir el 7, 12- dimethilbenzo antraceno el cual induce a la carcinogénesis
mamaria, lo cual indicaria que el color morado puede ser un agente quimioterapéutico
prometedor. (Guillén et al., 2014).

Figura 2: Estructura de las antocianinas en frutos y vegetales.

(Guillén et al., 2014)

Importancia del Maiz Morado

El maiz morado es usado de forma casera como colorante natural para la “mazamorra
morada” y la “chicha”. A nivel industrial es usado para obtener colorante de la coronta

debido al alto contenido de antocianinas que posee; este pigmento es usado a nivel
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industrial para la coloracion de bebidas, productos de panaderia, lacteos, vegetales,
conservas de pescado, mermeladas, aceites, frutas en almibar y confitadas, jarabes de
fruta; también son usadas para el tefiido de tejidos y para la industria de los cosméticos.
Asi como también del grano se aprovecha el almidon para la preparacion de alimento
de animales. (MIDAGRI, 2021).
1.6.CONTAMINACION DE GRANOS DE MAiZ POR MOHOS
En la actualidad el interés de los hongos y las micotoxinas es grande, no solo desde el punto
cientifico sino desde una perspectiva economica. Son varios los problemas que se originan
desde el agricultor hasta el consumidor final, por ejemplo, el bajo rendimiento de las
cosechas, el empeoramiento de los indices técnicos de los animales de granja, las
enfermedades en estos, la alteracion de los alimentos; asi como, perdida de las
caracteristicas organolépticas y nutricionales de estas. Ademas de los costos elevados para
la prevencion y tratamiento descontaminante para citar alguno de ellos. (Almudena &
Lizaso, 2001).
Las micotoxinas que se encuentran en los alimentos son las aflatoxinas, la ocratoxina A, la
patulina, las fumonisinas, la zearalenona y el nivalenol y desoxinivalenol. (OMS, 2018)
1.7.HONGOS PRODUCTORES DE MICOTOXINAS
Los mohos crecen sobre materias vegetales produciendo su deterioro. Formando asi
metabolitos secundarios que ejercen funcidn como antibidticos, favoreciendo la
prevalencia del moho frente a otros microorganismos, muchos de estos son toxicos para
plantas o para animales. Estos metabolitos que pueden provocar enfermedad o la muerte a
los animales que los consumen se conocen como micotoxinas y la afeccion que produce

recibe el nombre de micotoxicosis. (Gomez, 2007).
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Las micotoxinas son compuestos quimicos producidos de manera natural por diferentes
hongos, principalmente de los géneros: Aspergillus, Penicillium, Alternaria y Fusarium.
(Elika, 2018).
Los mohos productores de aflatoxinas son de diversas especies del género Aspergillus. La
patulina es una micotoxina presente en manzanas malogradas contaminadas por
Penicillium expansum. La Ocratoxina A producida por varias especies de Aspergillus y
Penicillium. Las fumonisinas, son un grupo de micotoxinas producidas por Fusarium
moniliforme. Los tricotecenos son un grupo de micotoxinas producidas por hongos del
género Fusarium y otros géneros relacionados.(Gomez, 2007)

1.8. MICOTOXINAS
Las micotoxinas son metabolitos fungicos secundarios que son producidos por mohos
filamentosos cuya ingestion, inhalacidon o absorcion cutdnea, que puede llegar a generar
diferentes enfermedades o incluso la muerte en personas y animales. Estos compuestos ya
han causado dafios a la humanidad desde tiempos ancestrales; pero, hasta principios de la
década de los 60 del siglo XX empezaron a ser caracterizados, tras el descubrimiento de
las aflatoxinas. (Ramos et al., 2011).
Las micotoxinas son compuestos toxicos producidos de forma natural por algunos mohos.
Estos mohos productores de micotoxinas crecen en diferentes alimentos, como: cereales,
frutos secos y especias. El crecimiento de estos organismos puede tener lugar antes o
después de la cosecha, el almacenamiento o en el entorno célido, himedo de estos
alimentos. La mayoria de micotoxinas son quimicamente estables y persisten tras el
procesamiento de los alimentos. (OMS, 2018)
Segun la FAO, el 25% de los cultivos alimentarios mundiales son alterados por hongos

productores micotoxinas. (Elika, 2018).
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Las micotoxinas, son compuestos producidos cuando la fase de crecimiento llega a su etapa
final y durante la fase estacionaria, siendo asociados a la diferenciacion y esporulacion.

Las micotoxinas son uno de los riesgos que se asocian a los alimentos que integran la dieta
habitual. Cereales, frutos secos y sus subproductos son los alimentos mas susceptibles de
acumular toxinas fingicas. El bajo contenido hidrico de estos alimentos favorece la
conservacion de las micotoxinas. Si las condiciones de cultivo o de almacenamiento no son
las mas idoneas, los mohos pueden sintetizar toxinas, que, tras ser ingeridas por el
consumidor, desencadenaran la llamada micotoxicosis primaria. En otros casos, la
enfermedad por micotoxinas llega a la poblacién a través de productos de origen animal
(carne o leche) no contaminados directamente por mohos: es lo que se denomina

micotoxicosis secundaria. (Goémez, 2007).

Figura 3: Fases de crecimiento fingico y localizacion de la sintesis de micotoxinas.

(Soriano, 2007)
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1.8.1. FACTORES DETERMINANTES EN LA PRODUCCION DE MICOTOXINAS
Segin la Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion (FAO),
aproximadamente el 25% de los cultivos mundiales se ven afectados por hongos
productores de micotoxinas. (Vukasevic, 2020)

Al tratarse de metabolitos secundarios, su produccion depende de la temperatura y la

humedad, en zonas con temperaturas elevadas y clima humedo, la produccién maxima

se da entre temperaturas de 24 y 28 °C.(Elika, 2018)

De toda la flora contaminante en los alimentos, sin tener en cuenta las condiciones de

almacenamiento y conservacion, solamente un aparte de la flora contaminante inicial

llega a proliferar lo suficiente para que esta produzca alguna alteracion sobre el

producto. Podemos considerar una serie de factores que influyen sobre los

microorganismos que son seleccionados de la microflora inicial. (Soriano, 2015)

A. Factores intrinsecos: relacionado con la composiciéon quimica y las propiedades

bioldgicas y fisicas del alimento. Asi también como la actividad del agua y el pH.

B. Factores extrinsecos: estos son propios del medio ambiente donde se almacena y

conserva el alimento como: la temperatura, tension de oxigeno, humedad ambiental,

presencia o ausencia de luz.

C. Factores relacionados con el tratamiento tecnologico a la cual es sometido producto,
como por ejemplo los tratamientos fisicos (térmicos), quimicos y biologicos.

D. Factores implicitos, relacionados a la competencia y dependencia de los

microorganismos que se encuentran sobre el alimento. (Soriano, 2007)
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1.8.2. TOXICIDAD DE MICOTOXINAS
Elevadas cantidades de micotoxinas en la alimentacion puede producir efectos
adversos agudos y cronicos tanto para la salud de hombre y de las especies animales.
Estos efectos pueden afectar a distintos 6rganos, aparatos o sistemas, especialmente a
los rifiones, el higado, sistema nervioso, inmunitario o endocrino. Los sintomas que
pueden causar estas micotoxinas suelen ser diferentes unas de otras por las estructuras
quimicas que poseen. (Soriano, 2007)
El riesgo de sufrir intoxicaciones agudas por micotoxinas es caso del hombre es bajo
o moderado a comparacion de intoxicaciones de origen microbioldgico o por
contaminacion quimica. La exposicion cronica a estas puede ser muy severa (cancer),
las micotoxinas presentan mayor riesgo toxico que otros contaminantes de origen

antropogénico, plaguicidas o aditivos alimentarios.(OMS, 2018)

Figura 4: Riesgos para la salud humana.

(Soriano, 2007)
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1.8.2.1. MODO DE ACCION DE LAS MICOTOXINAS
El mecanismo de accion de las micotoxinas sobre el sistema inmunitario difiere del
tipo de la micotoxina de cual se trate. La inmunosupresion que es producida por
toxinas se presenta como una disminucion de linfocitos T o B, retraso de la actividad
de los macrofagos y neutréfilos, supresion de anticuerpos o la disminucion de la
actividad de complemento. (Soriano, 2007)
Las micotoxinas también pueden desenvolverse sobre el metabolismo de glucidos
y lipidos. Sobre el metabolismo de los glicidos actian la ocratoxina A, citrininas,
aflatoxina B y rubratoxina, mientras que sobre los lipidos tienen accion las
aflatoxinas, citrininas, ocratoxinas y tricocenos. Ademas, estas presentan efectos
toxicos especificos en el sistema nervioso central, higado, rifién, piel y tracto
intestinal. (Veneros et al., 2017)
1.8.3. CLASIFICACION DE MICOTOXINAS

Se han identificado varias micotoxinas, pero las mas frecuentes que acarrean un

problema para la salud humana y de los animales son: aflatoxinas, ocratoxina A,

fumonisinas, zearalenona, patulina, nivalenol y desoxinivalenol. Estas micotoxinas

parecen en la cadena alimenticia a consecuencia de la contaminacion de los cultivos

por mohos, sea esta antes o después de la cosecha. La exposicidon a las micotoxinas

puede darse directamente al consumir alimentos infectados o indirectamente a partir

de animales alimentados con comida infectada, en particular la leche. (OMS, 2018)

La clasificacion mas usada fue en base al género de hongo productor de micotoxina;

pero, actualmente la clasificacion mas utilizada es basada en la estructura quimica y

su polaridad dividiéndose en 7 grupos.(Alcazar, 2013)
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Tabla 1: Grupos de micotoxinas segun estructura quimica.

GRUPO MICOTOXINAS PRINCIPALES HONGOS ESTRUCTURA QUiMICA
PRODUCTORES
Aflatoxinas Aflatoxina B1 Aspergillus sp Dihidro o tetrafuranos
Aflatoxina B2
Aflatoxina G1
Aflatoxina G2
QOcratoxinas Ocratoxina A Aspergillus sp Derivados isocumarinicos

Ocratoxina B

Penicillium sp

Tricocenos DAS, T2, TH-2, etc. Fusarium sp Esqueleto tetraciclico

(Tipo A y B) DON, nivanol, etc

Fumonisinas Fumonisina A Fusarium sp Cadena hidrocarbonada
Fumonisina B

Zearalenona Zearalenona Fusarium sp Lactonas macrociclicas

Alcaloides Ergot, etc... Claviceps sp Alcalenos

Otros Patulina, Penicillium sp Varias

Roquefortina,etc

Citado por (Alcazar, 2013)
1.9.0CRATOXINA A (OTA)
Esta micotoxina fue descubierta en 1965 en Sudafrica, producida por Aspergillus
ochraceus que causaron la muerte de pavos y ratas por la ingesta de maiz contaminado,
Penicillium verrucosum y otras especies de Penicillium. (Guerrero & Parrefio, 2018)
La ocratoxina A (OTA), producida por especies de Aspergillus y Penicillium, es una
micotoxina que contamina alrededor del mundo alimentos como: cereales, granos de café,

vino, pasas, especias y regaliz. La OTA se forma durante el almacenamiento de los cultivos
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y esta puede causar una serie de efectos toxicos en diferentes especies de animales. El
efecto mas notable de esta toxina es el dafio renal, aunque también puede tener efectos
sobre el desarrollo fetal y el sistema inmunitario. Contrario a las pruebas de toxicidad renal
y cancer de rifidén debido a la exposicion de OTA en animales, la asociacion en humanos

no es clara, pese a que se han demostrado efectos renales.(OMS, 2018)

1.9.1. CARACTERISTICAS DE OCRATOXINA A

Desde el punto de vista fisico-quimico, la OTA es una sustancia cristalina e incolora
que presenta fluorescencia azulada bajo la luz ultravioleta. Por la presencia de un grupo
acido en su estructura, es considerada moderadamente soluble en solventes organicos
polares como el cloroformo, metanol, acetonitrilo y se disuelve libremente en solucion
acuosa diluida de bicarbonato sddico.(AFHSE, 2015)

Cabe destacar que, para favorecer la proliferacion y produccion de esta micotoxina,
los valores 6ptimos de humedad se dan entre 95% — 99% y una temperatura de 24°C.
Las diversas especies de hongos que pueden producir OTA como 4. ochraceus entre
12 —37°C y P. verrucosum entre 4 — 31°C. Particularmente la OTA es muy estable y

resistente a altas temperaturas y acidez. (Elika, 2013)

1.9.2. COMPOSICION QUIMICA DE OCRATOXINA A
La OTA es la mas toxica de todas las ocratoxinas y estda formada por una
dihidroisocumarina unida por el grupo 7- carboxilo a una molécula de L- beta-

fenilalanina mediante un enlace amida. (Soriano, 2015).
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1.9.3.

1.94.

Figura 5: Estructura quimica de las ocratoxinas.

(Ravelo et al., 2011)

BIOSINTESIS DE OCRATOXINA A

Existen 3 etapas principales para la sintesis de OTA. La primera se produce por la
biosintesis de anillo isocumarinico a partir de acetato y malonato, siguiendo la ruta se
forma melleina como producto final. Posteriormente esta tltima es metilada y oxidada
formando ocratoxina 6, luego un atomo de cloro es incorporado para formar OT-a.
Separadamente se produce la sintesis de fenilalanina por la ruta del acido siquimico y
se activa por esterificacion. En la ultima etapa un aminoacido se une a la molécula OT-
o por la OTA sintetasa, este paso da la formacioén de ocratoxina C que se hidroliza y
forma OTA. (Gil et al., 2015)

TOXICIDAD DE OCRATOXINA A

La ocratoxina A, provoca alteracion sobre la respiracion celular y actiia inhibiendo la
actividad de la ATPasa, el succinato deshidrogenasa y el citocromo C oxidasa, ademas
genera lesion celular obteniendo como productos finales radicales hidroxilados por
peroxidacion lipidica. Ademds, también provoca una alteracion en la sintesis de
proteinas producidas a nivel post-transcripcional por inhibiciéon competitiva de la Phe-

ARNL sintetasa.(Ravelo et al., 2011)
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La OTA, es una de las principales toxinas que presentan caracteristicas nefrdticas
inmunosupresoras y neurotoxicas. Ademas, la Agencia Internacional de Investigacion
contra el Cancer (IARC) considera a la OTA como un posible cancerigeno humano.
Debido a que posee propiedades toxicas y su amplia distribucion. Sin embargo, son
muy pocos los métodos desarrollados para la cuantificacion de OTA en especies, ya
que la complejidad de estas matrices hace que, a pesar de obtener resultados precisos
y reproducibles, los métodos requieran costosos y complicados tratamientos en las
muestra.(Caballero et al., 2013)
Por las propiedades fisicoquimicas que posee la OTA es absorbida facilmente por el
tracto gastrointestinal. Su biodisponibilidad en especies de mamiferos es del 50%;
presentando alta afinidad por proteinas plasmaticas, este determina la persistencia de
la micotoxina en el organismo. Diversos estudios refieren que los efectos toxicos
afectan el sistema inmune y el sistema nervioso; ademas, también posee un efecto
hemorragico semejante al que se produce por la deficiencia de vitamina K y provoca
la acumulacion de glucdgeno en el higado. (Lopez et al., 2000)
1.9.5. HONGOS PRODUCTORES DE OCRATOXINA A
Los hongos productores de ocratoxina A son:
A. GENERO Penicillium.
Estas especies son consideradas como contaminantes habituales de sustratos y
tienen la capacidad de producir diferentes toxinas, la mayoria de estas especies son
consideradas saprofitas existiendo pocas consideradas patdgenas oportunistas.
Estas especies forman colonias que crecen rapidamente de forma densa en

agrupaciones de conididforos y la lanosa, funiculosa, o sinematosa. La estructura
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de su reproduccion sexual es un conididforo la mayoria presentan coloracion
verdosa. La textura de la colonia es aterciopelada, formado por un estipe
diferenciado que finaliza en un pincel. La temperatura en la cual tiene un desarrollo
facil es a 20°C, pero puede crecer entre 3 y 32°C y una humedad relativamente alta.
(Carrillo, 2003).
Clasificacion Taxonémica de Penicillium
Penicillium presentan formas perfectas consideradas verdaderos hongos. Presentan
la siguiente clasificacion.

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichomaceae
Género: Penicillium (Martinez, 2003)

Figura 6: Crecimiento de cepa de Penicillium sp.

(Garcia et al., 2011)
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Figura 7: Tipos de ramificacion Penicillium: a) Conidioforos con fialides solitarias;

b) Monoverticilados; c¢) Divaricado; d-e) Biverticilado; f)
Terverticilado; g) Cuadriverticilado
conidios
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(Houbraken et al., 2011)

GENERO Aspergillus.

Las especies del género Aspergillus son mayormente ubicuas, se aislan en diferentes

sustratos, aunque son de climas célidos. Algunas de estas especies presentan

importancia industrial otras son agentes de biodeteriodo o producen micotoxinas.

Las colonias se forman rapidamente y son de muchas tonalidades: blanquecinas,

amarillentas, marrones, negruzcas; formadas por agrupaciones de conidi6foros

sobre estas se encuentran las células conididgenas que son las que originan las

esporas sexuales o conidios. (Soriano, 2015)

Son termo tolerantes pudiendo vivir entre los 12 y 57°C, las esporas pueden

sobrevivir hasta los 70°C. (INSST, 2021)
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Las caracteristicas como: el color de los conidios, la forma de la cabeza, la
superficie y la dimension del conidioforo, asi como también la forma y la textura
de las esporas nos permite agrupar a este género en grupos y secciones. (Carrillo,
2003)
CLASIFICACION TAXONOMICA DE Aspergillus
Los hongos del género Aspergillus considerados hongos verdaderos, presentan la
siguiente clasificacion:
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichomaceae

Género: Aspergillus  (Moreno et al., 2012)

Figura 8: Caracteristicas morfologicas de las principales especies de Aspergillus

implicadas en la patogenia humana.

Condidforo
I I Célula apies L_j:

(Alcalé et al., 2002)

Células da Hulle

25



1.10. FUMONISINA

Las fumonisinas son toxinas producidas por hongos como: Fusarium verticillioides siendo

este el principal hongo patégeno que afecta la productividad del maiz en el mundo, este

hongo penetra a la planta por distintas rutas e infecta raices, tallo y mazorca. El patdgeno

produce varias toxinas en el tejido y en los granos de maiz, lo que disminuye su calidad.

(De la Torre et al., 2014)

1.10.1. CARACTERISTICAS DE FUMONISINA
Se forma principalmente en cultivos con temperaturas moderadas (20-25°C) y elevada
humedad, pero también puede formarse durante la recoleccion, transporte y
almacenamiento por inadecuadas practicas de conservacion. Las fumonisinas son muy
termoestables, resistiendo temperaturas hasta 150°C. La Fumonisina 1 (FB1) es
carcinogénica, especialmente toxica para el higado y rifiones. (Elika, 2013)
1.10.2. COMPOSICION QUIMICA DE FUMONISINA

La estructura de las fumonisinas es similar a la esfingosina que es un componente de
los esfingolipidos, componente activo de la membrana celular. La rotura de sus
metabolitos puede ocasionar una serie de defectos en el crecimiento,
respuestinmunitaria y diferenciacion celular. Las fumonisinas son capaces de romper
el ciclo de la esfingomielina por inhibicion de la ceramida sintasa y de la esfinganina-
N-acetiltransferasa dado a la acumulacién de esfinganina y menos cantidad de
esfingosina; esta Gltima se acumula en el higado y una parte va a la sangre. (Soriano,

2015)
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Figura 9: Estructura quimica de las fumonisinas del grupo B.
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(De la Torre et al., 2014)
1.10.3. BIOSINTESIS DE FUMONISINA

Los genes que se encuentran presentes fuera del locus FUM participan en las vias de
sefalizacion y expresion de los genes del locus y la produccion de fumonisinas. La
sintesis de estas se da a partir de unidades de acetato para formar un policétido
dimetilado que se condensa con un aminoacido L-alanina, seguido de 5 reacciones de
oxigenacion y 2 esterificaciones. El primer caso es catalizado por policétido sintasa
(PKS) codificada por el gen FUMI, la cual tiene dominios cataliticos B-cetoacil sintasa
y una proteina acarreadora de acilos responsable de la extension de policétidos. Debajo
del gen FUMI1 se ubican genes que codifican enzimas que sintetizan fumonisinas. (De
la Torre et al., 2014)
1.10.4. TOXICIDAD DE FUMONISINA

Hasta la fecha la interferencia en la biosintesis de esfingolipidos es la principal causa
de contaminacidon en humanos y animales. En el humano estd implicado el cancer de
esofago e higado. En animales da lugar a lo que se denomina leucoencefalomalacia

equina y edema pulmonar porcino. (Soriano, 2015)
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1.10.5. HONGOS PRODUCTORES DE FUMONISINA
A. GENERO Fusarium
Son hongos del género de hongos ascomicetos pertenecientes a Deuteromycota, que
agrupa a hongos que no presentan fase sexual o que es muy rara. Presenta una fase
sexual llamada teleomorfo o forma perfecta. Algunas cepas también pueden generar
macroconidias con apariencia larga y delgada; con cinco o seis septos. Mostrando dos
células: una apical que es curva y la otra basal en forma de pie. Este tipo de conidias
producen estructuras que aparentan racimos llamados esporodoquios.(De la Torre
et al., 2014). La temperatura optima de crecimiento es a los 25°C, y elevada humedad.
(Veneros et al., 2017)
Clasificacion Taxonémica De Fusarium.
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium (Senasica, 2015)

Figura 10: Caracteristicas microscopicas morfologicas del genero Fusarium.

(Monzén & Rodriguez, 2008)
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1.11. METODOS PARA DETERMINAR MICOTOXINAS EN ALIMENTOS

Tabla 2: Métodos para la deteccion de micotoxinas.

PROTOCOLOS TIPOS DE FUNDAMENTO
METODO

Columna Son tubos que tienen absorbentes que al

MYCOSEP tener contacto con la muestra retiene las
micotoxinas.

EXPLORACION Inmunoensayos Reaccion antigeno-anticuerpo. El antigeno
(micotoxina) se une a dos anticuerpos

sucesivamente.

Cromatografia de Separa compuestos segin su volatibilidad y
gases afinidad a la fase estacionaria. Se requiere
una derivatizacion previa.

Cromatografia Separacion de estructuras con diferente
liquida polaridad.

(Soriano, 2015)

La importancia del analisis de las micotoxinas en alimentos reside en el cumplimiento a las
reglamentaciones y los sistemas de control de seguridad alimentaria con el fin de
salvaguardar la salud de la poblacion humana. Los métodos normalizados son validados por
estudios en laboratorios que son recomendados por parte de la Asociacion de Quimicos

Analiticos Oficiales (AOAC) y el Comité Europeo de la Normalizacion. Los andlisis de
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micotoxinas requieren alto grado de exactitud, precision y reproductibilidad. Las técnicas
analiticas empleadas para la identificacion de las micotoxinas poseen tres grandes bloques:
extraccion y purificacion, técnicas de presuncion o screening y técnicas de confirmacion.
(Soriano, 2015)
Existe numerosos métodos para la deteccion de micotoxinas en alimentos, entre los que
destacan:

¢ Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

e Dispositivos de flujo Lateral (FLD)

e Cromatografia de capa fina (TLC)

e (Cromatografia de gas (GC)

e Cromatografia liquida (LC) (Adiveter, 2020)

1.12. ELISA

ELISA o EIA, es una sigla que significa enzimo-inmunoanalisis de adsorcion. ELISA es un
analisis que detecta y mide anticuerpos en la sangre y puede usarse para determinar si un
paciente tiene anticuerpos relacionados diferentes enfermedades infecciosas. Los
anticuerpos son proteinas que un organismo produce frente a sustancias dafiinas. (Kinman,
2021)
Esta técnica se basa en anticuerpos policlonales no especificos de micotoxinas que se desean
analizar. (Adiveter, 2020).
ELISA se fundamenta en acoplar antigenos solubles o anticuerpos a una matriz solida
insoluble, la cual retiene la actividad inmunologica, estas biomoléculas también pueden
unirse a una enzima, reteniendo el conjugado restante, asi como la actividad enzimatica e

inmunolégica.(Ochoa, 2012)
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1.13. NORMAS Y REGULACIONES DE MICOTOXINAS
La exigencia de establecer una legislacion, la cual fija los limites en las concentraciones de
micotoxinas en alimentos para humanos y animales, es generalmente reconocida en varios
paises del mundo como la Legislacién de la Union Europea, asi también la norma Codex
Alimentarius. Practicamente todos los paises que poseen una economia de mercado bien
desarrollada tienen reglamentaciones correspondientes a toxinas. Por el contrario, muchos
de los paises que se encuentran en proceso de desarrollo donde la agricultura presenta una
gran importancia, no tiene estas reglamentaciones. (Gimeno, 2005)
1.13.1. NORMA DEL CODEX ALIMENTARIUS
Segtin el Codex Alimentarius para ocratoxina A y Fumonisinas.
Ocratoxina A, los niveles maximos admitidos estan establecidos en:
e Cereales (incluido el trigo, cebada y centeno), productos derivados de cereales y
cereales en grano sin transformar: 5 ppb (ng/kg). (FAO & OMS, 1995)

Fumonisinas totales (B1 y B2), niveles maximos permitidos en algunos productos

alimenticios.

e Maiz en grano crudo: 4 000 pg/kg. (4ppm)

e Harina de maiz y sémola de harina de maiz: 2 000 pg/kg. 2ppm). (FAO & OMS,

1995)
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1. AREA DE ESTUDIO

La presente investigacion considerd 6 mercados y 2 supermercados del Cusco: San Pedro,
Ccascaparo, Vinocanchén (San Jerénimo), Wanchaq, Ttio y Molino (Wanchaq), ademas de
2 supermercados.
La ciudad del Cusco se ubica en la parte sur oriente del Peru, se encuentra a una altitud de
3365 metros de altitud entre las coordenadas latitud sur 13°31°16”°, longitud oeste
71°57°53”°, con una temperatura media de 12.38°C, con una humedad relativa promedio
anual de 54.4% y con una precipitacion pluvial total de 723,3 mm. (Estacion meteorologica
- UNSAAC, 2016).
Descripcion de los centros de expendio.
Mercado de San Pedro, es el centro de abasto mas antiguo del Cusco ubicado a 5 cuadras
de la Plaza de Armas del Cusco, actualmente se expende productos alimenticios, asi como
diversas artesanias. El expendio de maiz morado se da en sacos y estos se encuentra cerca
de verduras.
Mercado Ccascaparo, es un centro de abastos de productos de primera necesidad ubicado
en el distrito de Cusco.
Mercado Vinocanchon, localizado en el distrito de San Jerénimo, es un mercado de tipo
mixto (mayoristas y minoristas)
Mercado Wanchaq, ubicado en la Av. Garcilaso con la Av. Hudscar del distrito de
Wanchaq donde se pueden apreciar diferentes secciones (frutas, verduras, abarrotes,

granos, comidas, etc.)

32



e Mercado Ttio, se encuentra ubicado en el Jr. Unidn cerca del tercer paradero de Ttio, es un
mercado zonal tipo minorista.

e Mercado Molino, se encuentra ubicado cerca del Terminal Terrestre del Cusco, es un
abastecimiento zonal de tipo minorista.

e Supermercados 1 y 2, son establecimientos comerciales de venta al menos que ofrece
bienes de consumo por autoservicio donde se encuentran alimentos productos de higiene y
limpieza.

La comercializacion de maiz morado se da por expendedoras de verduras y el

almacenamiento se da en sacos o en canastas.

2.1.1. LUGAR DONDE SE REALIZO LA INVESTIGACION
El presente trabajo de investigacion se realizd en las instalaciones del Laboratorio de
Biologia Celular C-270 y laboratorio de Genética Molecular C-356 de la Escuela
profesional de Biologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, en la Universidad

Nacional de San Antonio Abad del Cusco.
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Figura 11: Mapa de ubicacion de los centros de expendio de maiz morado Cusco

Fuente propia
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2.2. MATERIALES
Muestra
e 38 muestras de maiz morado (Zea mays L.) procedentes de 8 centros de expendio de la
ciudad del Cusco: 6 mercados y 2 supermercados.
Material de vidrio
e Matraces
e Probetas de 50, 100, 1000 ml.
e Frascos de vidrio con tapa 50 ml
e Tubos de ensayo de 16 x160 mm
e Tubos con tapa rosca de 16 x160 mm
e Cubre objeto y portaobjeto
e Pipetas estériles 5 ml

Placas Petri 100 x 15 mm

Reactivos
e Kit cuantitativo de ELISA para Ocratoxina A
e Kit cuantitativo de ELISA para fumonisina
e Hidréxido de sodio al 0.1N
e Metanol 70 % (Merck)
e Metanol 50 % (Merck)
Medios de cultivo
e Agar OGY Merck (Agar Extracto de Levadura con Glucosa)
e Peptona Merck

e QOxitetraciclina 0.1%
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Equipos e instrumentos
e Equipo detector Fotdometro de ELISA STAT FAX 303 PLUS de 630 nm
e Molienda de muestra molino eléctrico Agri Grind
e Balanza analitica (H.W Kessel. SA)
e Balanza de precision
e Potencidometro (HANNA)
e Microscopio Optico (Leica)
e Crondmetro (CASIO)
e Horno (LABOR MOD.LP.301)
e Autoclave (Phoenix 75 Plus)
e Termometro digital (TP101)
Otros materiales
e Micro Pipetas de 50 pul y 100 pul
e Agua destilada pH=7
e Agua estéril
e Papel Whatman N° 1
e Cintas para medir pH (universal test paper DF)
e Tips punteras de primer uso
e Agujas de siembra
¢ C(Cinta de embalaje
e Papel aluminio
e Franela

e Ligas



e Algodon
e Papel Kraft
e Papel absorbente
e Pabilo
e Espatula
e Cucharillas estériles
e Bolsas de polipropileno de 1kg estéril
e Mechero bunsen
e Baloén de gas
e Punta de pipetas
e QGuantes de latex descartables y de procedimiento estéril.
e Mascarillas
e QGorras para laboratorio
e (Camara de vidrio de aislamiento
e Desinfectante lejia 5 %
e Frascos de 3 L transparente
e Alcohol de 96°
e Alcohol de 70°
e Fosforo
Gabinete
e Fichas para el llenado de datos
e Fichas de encuesta

e Etiquetas para toma de muestra



e Plumoén marcador indeleble
e Cooler
e Laptop (HP)
e Camara fotografica
e Software SSPS
e Impresora
e Papel bond
e Cuaderno de notas
e Lapiceros
2.3. METODOLOGIA
2.3.1. TIPO DE INVESTIGACION
El presente trabajo de investigacion fue de tipo descriptivo de corte transversal.
e Esdescriptivo, porque permiti6 identificar variables en el maiz morado asi también
la produccion de toxinas a partir de estas en los diferentes centros de expendio.
e Es transversal, porque los datos fueron recolectados en un tiempo determinado,

con el proposito de describir las variables y analizar su incidencia en el momento.
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2.3.2. FLUJOGRAMA DE INVESTIGACION

Centros de expendio de la ciudad del Cusco 6 mercados (Ccascaparo, San Pedro
Vinocanchon, Wanchagq, Ttio, Molino) y 2 supermercados.

Obtencion de muestra 1000 gr de

maiz morado (Zea mays)

.

}

!
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Identificacion y Analisis fisi , . Cuantificacion de ocratoxina A 'y
Cuantificacion de Mohos Nalists 1sIco - quimico fumonisinas totales por método
. I J Inmunoenzimatico - ELISA
l [ ]
r 4 R '
10 gramos de muestra Determinacion de humedad Curva de calibracion
por el método de desecacion
N~ I | en estufa |
e ., .
N / Obtencion del extracto a partir de
Meétodo de diluciones muestras de 10 gr
)
\ . : |
Determinacion de acidez por -
- el método volumétrico
y ELISA
Numeracion de Mohos L
. I e I
( De;termmamqn c’1e pH por el Lectura espectrofotométrica
método colorimétrico (papel
Identificacion de Hongos indicador Merck). 1
N Cuantificacion de Ocratoxina A y
Fumonisinas
.
| J
| |
( N\
Resultados
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Figura 12: Fluyjograma de investigacion. (Mufioz & Pfuro, 2023).
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2.3.3. DETERMINACION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO
Tabla 3: Numero de muestras de maiz morado obtenidas en 8 centros de expendio: 6

mercados y 2 supermercados de la ciudad del Cusco (2022).

Mercados y Porcentaje del total de
Supermercado Namero de muestras muestra
San Pedro 6 15.8%
Ccascaparo 6 15.8%
Wanchaq 6 15.8%
Molino* 5 13.2%
Ttio* 5 13.2%
Vinocanchon 6 15.8%
Supermercado 1 2 52 %
Supermercado 2 2 52 %
Total 38 100%

Nota: Mercado Molino y Ttio se consider6 la cantidad de 5 muestras por presentar menor cantidad de puestos de
expendio de maiz morado.

2.3.4. OBTENCION DE LA MUESTRA

Los criterios que se tomaron en cuenta para el muestreo por centro de expendio fueron
los puestos que expenden maiz morado; tomando como puntos de referencias el puesto
inicial, intermedio y final para cada centro de expendio.

Para la obtencion de las muestras se realizo el siguiente procedimiento:

Con el uso de un mechero se procedid a esterilizar el area de toma de muestra.
Considerandose para lotes menores de 50K g (< 0.05 toneladas), se adquiri6 1Kg de maiz
morado por puesto de expendio, se recogieron las muestras con una pinza estéril, y se
colocaron en bolsas de polipropileno estéril, todas las muestras adquiridas para el

analisis fueron selladas y rotuladas en el lugar donde se obtuvieron. Se llevé un registro
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para cada toma de muestra (Anexo N°3), que permitidé identificar la informacién
adicional de interés para el analisis. (FAO & OMS, 1995)

Se realizaron tres muestreos en intervalos de 10 dias debido al crecimiento de los
hongos como se aprecia en el Anexo N°3. Luego las muestras fueron transportadas al
laboratorio de Biologia Celular C-270 de la Facultad de Ciencias Bioldgicas para el
proceso microbioldgico dentro de las 24 horas y para la determinacion de micotoxinas
por ELISA se tuvo que almacenar los extractos hasta obtener el nimero total de
muestras.

2.3.5. ACONDICIONAMIENTO DE MUESTRA PARA ANALISIS

1. Se desgranaron 03 mazorcas considerando aquellas que presentaron algun tipo de
defecto (manchas) utilizando guantes de procedimiento estéril.

2. Luego se trituraron los granos con un molino eléctrico estéril.

3. Se trasvasd 250gr. del producto obtenido a una bolsa de polipropileno estéril,
debidamente rotulada para luego ser sellada hasta su procesamiento.

2.4. CUANTIFICACION DE MOHOS EN MUESTRA DE MAIZ MORADO segiin

(ANMAT, 2014)

2.4.1. Método por diluciones en agua peptonada (AP)

1. En un frasco que contiene 90 ml de AP estéril se afadi6 10gr. de muestra molida y se
homogenizd vigorosamente durante 2 a 3 minutos, obteniendo de esta manera la
dilucion 107!, se dejo a temperatura ambiente por 5 minutos para su sedimentacion
correspondiente.

2. Se transfiri 1ml de la dilucién 107! (sobrenadante) a un tubo con 9ml de AP, siendo esta

dilucion 1072, y asi sucesivamente hasta obtener dilucién 10,
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2.4.2.Siembra por el Método de Incorporacion

1.

2.

3.

Se transfirid 1ml de las diluciones 10 y 10 a las placas Petri vacias estériles por
duplicado y se incorpor6 aproximadamente 20 ml de agar OGY con Oxitetraciclina
0.1% en cada placa homogenizando de forma manual.

Se incub6 a 25°C por 5 a 7 dias.

Para el recuento en UFC/gr. de muestra se seleccionaron placas de 20 a 200 colonias.

2.5. IDENTIFICACION DE GENERO DE HONGO segiin (Basilico et al., 2005)

Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios:

A. Caracteristicas macroscopicas:

Color de la colonia.

Textura de la colonia.

Presencia de plegamientos.

Presencia de margenes, zonificaciones.

Presencia de exudados y si estos presentan coloracion.

Aspecto de micelio vegetativo y del micelio reproductor.

. Caracteristicas Microscopicas:

Estructura del cuerpo fructifero.

Estructura de los conidios.

2.6. ANALISIS FiSICO-QUIMICO EN MAiZ MORADO (Humedad, Acidez y pH)

Para el analisis fisicoquimico se tom6 en cuenta la Humedad, Acidez y pH por ser estos de

importancia en la proliferacion de hongos en alimentos.
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2.6.1. DETERMINACION DE HUMEDAD POR EL METODO DE DESECACION EN
ESTUFA Segin NTP, 205.037: 1975. Revisado el 2016.
PRINCIPIO DEL METODO:
Este método se basa en la determinacion del contenido de agua en la muestra, por diferencia
de pesos (inicial y final), después de ser desecada en horno.
Primero se pes6 10 gramos de cada muestra acondicionada, se coloc6 cada muestra en un
crisol y se llevo al horno a 130°C por 5 horas, se peso y se realizaron los célculos, el
resultado se obtiene en porcentaje (%). Anexo N° 5

Segun la siguiente formula:

Donde:
P1: peso de la muestra sin desecar

P2: peso de muestra desecada

2.6.2. DETERMINACION DE ACIDEZ POR EL METODO VOLUMETRICO SEGUN
NTP 205.039: 1975. Revisado el 2011
PRINCIPIO DEL METODO:
La determinacion se basa en la relacion acido-base, para lo cual se coloca la muestra en
solucion acuosa y se titula con solucion de NaOH en presencia del indicador fenolftaleina.

Procedimiento:

43



e Se pesod 5 gramos de muestra molida con 50 ml de agua estéril, luego se pas6 en
papel filtro hasta obtener 25 ml del filtrado en el Erlenmeyer.

e Se anadi6 3 gotas de la fenolftaleina al filtrado y se homogenizo para finalmente
titular con NaOH 0.1N hasta que vire de color. Anexo N°5

Se realizaron los célculos, y los resultados se expresaron en % segln la siguiente formula:

_ Vx0.1x0.049x50x100 100 — 15
X = 5 X 25 100 — H°

Donde:
V= gasto de la solucion 0.1N de hidroxido de sodio.
H°= humedad de la muesta (%).
2.6.3. DETERMINACION DE pH POR EL METODO COLORIMETRICO PAPEL
INDICADOR DE pH (PAPEL MERCK)
PRINCIPIO DEL METODO:
Este método se basa en medir la acidez o alcalinidad de una disolucion donde el pH indica
la concentracion de iones hidronio (H,0%).
Se sumergio la tira en un recipiente de vidrio con agua estéril més la muestra luego

comparar la coloracion que adopta en la tabla colorimétrica.

2.7. CUANTIFICACION DE OCRATOXINA A POR EL METODO
INMUNOENZIMATICO ELISA.
PRINCIPIO DEL ANALISIS, segiin (NEOGEN, 2014):
El kit Veratox para la deteccion de ocratoxina A actia como un ensayo Inmunoenzimatico
competitivo directo (CD - ELISA) que permite obtener concentraciones exactas en partes por

billones (ppb). Permite que la ocratoxina libre en las muestras y controles compitan con
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ocratoxina enzimomarcada (conjugado) por los sitios de absorcion de anticuerpos. Luego del

lavado, se le agrega el sustrato, el cual reacciona con el conjugado unido para producir el color

azul. Cuanto mayor sea la coloracion azul representa menos ocratoxina. La prueba se lee en

un lector de micropocillos para producir densidades opticas. Cuando las densidades Opticas

de los controles forman la curva tipica, se traza un grafico de las densidades de las muestras

contra dicha curva para calcular la concentracion exacta de ocratoxina. (NEOGEN, 2014)

Preparacion de la curva de calibracion.

Se tom¢ los 5 estandares de diferentes concentraciones (0, 2, 5, 10 y 25 ppb) con los cuales se

proceden a realizar la curva de calibracion. (Anexo N° 10)

Obtencion del extracto de las muestras de maiz

Se peso 5 gr. de muestra molida y se mezclo con 25 ml de Metanol al 50% homogenizando

bien durante 3 minutos, para luego filtrar a través de papel Whatman # 1. La solucion filtrada

(extracto) se almacen6 de 2 a 8 °C para su uso.

Procedimiento de la Prueba ELISA., seguin NEOGEN, 2014.

Los componentes del kit se acondicionaron durante 20 a 30 minutos a temperatura ambiente

(18 a 30°C) antes de ser utilizados.

1. Se retiraron micropocillos marcados con rojo para los controles y muestras para ser
colocados en un soporte de micropocillos

2. Se mezclo cada reactivo agitando vigorosamente.

3. Se anadi6 100 pl de conjugado (Ocratoxina enzimomarcada) frasco de etiqueta azul a cada
micropocillo de mezcla.

4. Se transfiri6é 100 pl de los controles y muestras a los micropocillos de mezclado.

5. Se mezclo la solucidn de los micropocillos de arriba hacia abajo 3 veces.
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10.

11.

12.

13.

2.8.

De los micropocillos de mezclado se transfirié 100 ul del a los pocillos recubiertos con
anticuerpos, los cuales se mezclaron deslizando de adelante hacia atras sobre una superficie
plana durante 10 a 20 segundos cuidando de no derramar o salpicar los reactivos.

Se incubo6 en oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Se realiz6 el lavado con agua destilada estéril y se deseché dicha agua sacudiéndolos, se
repitio este paso 5 veces, luego se invirtio los micropocillos y se golpearon ligeramente
sobre una toalla de papel, hasta eliminar el agua restante.

Se afiadié 100 pl de sustrato (frasco etiqueta verde) en cada micropocillo, luego se mezclo
deslizando de adelante hacia atras sobre una superficie plana durante 10 a 20segundos.

Se incub6 en oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente, para luego desechar el
contenido del micropocillo y se enjuago con agua destilada estéril.

Se afiadié 100 pl de Red Stop en cada micropocillo. Se mezcld deslizando de adelante
hacia atras sobre una superficie plana.

Se limpid el exterior de los micropocillos con una toalla o pafio seco y se llevo al detector
fotométrico a una longitud de 630 nm (STAT FAX 303PLUS) para realizar la lectura
correspondiente.

Se proceso y calcul6 los resultados mediante el software VERATOX 3V para WINDOWS.

CUANTIFICACION DE  FUMONISINAS POR EL  METODO
INMUNOENZIMATICO ELISA.

PRINCIPIO DEL ANALISIS, segiin (NEOGEN, 2015)

El kit Veratox para la deteccion de fumonisinas actia como un ensayo Inmunoenzimatico
competitivo directo (CD - ELISA) que permite obtener concentraciones exactas en partes

por millones (ppm). La fumonisina libre presente en las muestras y controles compite con
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las fumonisinas enzimomarcada (conjugado) para los sitios de absorcion de los anticuerpos.
Luego del lavado, se le agrega el sustrato, el cual reacciona con el conjugado unido para
producir el color azul. Cuanta mayor sea azul representa menos fumonisina. La prueba se
lee en un lector de micro pocillos para producir densidades 6pticas. Cuando las densidades
opticas de los controles forman la curva tipica se traza un grafico de las densidades oOpticas
de la muestra contra dicha curva para calcular la concentracién exacta de fumonisina.
(NEOGEN, 2015)

Preparacion de la curva de calibracion.

Se tomo los 5 estdndares de diferentes concentraciones (0, 0.5, 1, 3 y 6 ppm) con los cuales
se procede a realizar la lectura como curva de calibraciéon. (ANEXO N° 10)
Obtencion del extracto de las muestras de maiz

Se peso 5 g de muestra molida y se mezclo con 25 ml de metanol al 70 % agitandose bien
durante 3 minutos, para luego la mezcla se filtré a través de papel Whatman # 1 y la
solucion filtrada (extracto) se almacen6 de 2 a 8 °C para su uso.

Procedimiento de la Prueba ELISA, seguin NEOGEN, 2015.

Se procedi6 a diluir la muestra agregando 100 pl de la solucién filtrada a un frasco de
dilucién de muestra precargado (Fumonisin Sample Dilusion de dilucioén precargada con
7,9 ml de agua desionizada) y se mezclo agitando vigorosamente el frasco. Se repitio el
proceso en cada frasco previamente rotulado.

1. Se retiraron micropocillos marcados con rojo para los controles y muestras para ser

colocados en un soporte de micropocillos

2. Se mezclo cada reactivo agitando vigorosamente.
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10.

11.

12.

Se anadi6 100 ul de conjugado (Fumonisin enzimomarcada) frasco de etiqueta azul a
cada micropocillo de mezcla.

Se transfirié 100 ul de los controles y muestras a los micropocillos de mezclado.

Se mezclo la solucion de los micropocillos de arriba hacia abajo 3 veces.

De los micropocillos de mezclado se transfirio 100 pl del a los pocillos recubiertos con
anticuerpos, los cuales se mezclaron deslizando de adelante hacia atrds sobre una
superficie plana durante 10 a 20 segundos cuidando de no derramar o salpicar los
reactivos.

Se incubo en oscuridad durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Se realiz6 el lavado con agua destilada estéril y se desechd dicha agua sacudiéndolos,
se repitid este paso 5 veces, luego se invirtid los micropocillos y se golpearon
ligeramente sobre una toalla de papel, hasta eliminar el agua restante.

Se afiadié 100 pl de sustrato (frasco etiqueta verde) en cada micropocillo, luego se
mezclo deslizando de adelante hacia atrds sobre una superficie plana durante 10 a 20
segundos.

Se incubd en oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente, para luego
desechar el contenido del micropocillo y se enjuago con agua destilada estéril.

Se afiadié 100 pl de Red Stop en cada micropocillo. Se mezclé deslizando de adelante
hacia atrds sobre una superficie plana.

Se limpid el exterior de los micropocillos con una toalla o pafio seco y se llevo al detector
fotométrico a una longitud de 650 nm (STAT FAX 303PLUS) para realizar la lectura

correspondiente.

Se proceso y calcul6 los resultados mediante el software VERATOX 3V para WINDOWS.
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2.9. ANALISIS ESTADISTICO

2.9.1. FRECUENCIA

La tabla de frecuencias, es una tabla que muestra la distribucion de los datos mediante

frecuencias, esta tabla es utilizada para variables cuantitativas y cualitativas. Ademas,

permite ordenar los datos de manera que se presenten numéricamente las caracteristicas

de la distribucion de un conjunto de datos o muestra. (Requena, 2019).

2.9.2. PRUEBA DE NORMALIDAD - SAPHIRO WILK

Esta prueba utiliza hasta 50 muestras o datos para contrastar la normalidad. Para efectuar

la prueba, se calcula la media y la varianza muestral S2, y se ordenan las observaciones

de menor a mayor. El estadistico de la prueba es:

DD

W =
ns?

Donde:
D: es la suma de las diferencias corregidas.

S2: varianza muestral.
2.9.3. COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON (Rxy)

Es un segundo indice de asociacidon lineal consiste en hallar también un
promedio de productos cruzados, pero no de las puntuaciones diferenciales,
sino de las puntuaciones tipicas. Se uso esta prueba para correlacionar la
concentracion de las micotoxinas con respecto a la humedad, la acidez y el pH,

asi también como el crecimiento de mohos.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. CUANTIFICACION DE MOHOS EN MUESTRAS DE MAiZ MORADO

En la tabla 4, se observa el recuento de las UFC/g (unidades formadoras de colonia por
gramo) de mohos en maiz morado procedente de 6 mercados: San Pedro, Ccascaparo,
Wanchaq, Ttio, Molino, Vinocanchon y 2 supermercados, con total de 38 muestras; las
cuales presentaron valores entre 2 x 10* y 93 x 10* de UFC/g. Donde se aprecia que 11 del
total de las muestras sobrepasan el rango limite de 10° segin la RM N° 591 — 2008/
MINSA. Para mohos en maiz morado.

Tabla 4: Cuantificacion de mohos (UFC/g) de muestras de maiz morado procedentes de

centros de expendio del Cusco (2022).

Recuento de colonias formadoras de mohos UFC/g —

2 Centros de expendio (10%) Rango
pA limite RM
< s P °591
Z 5 - e
s - e _ e g 5] 2008
5 < & g g o £ £ /MINSA
A = o = Q Q
g S S k= S 2 &5 )
N o = > = = n %)
1 7 21% 4 2 3 21 * 4 93 *
2 8 4 8 9 42 * 8 29 * 9
3 27% 7 7 6 4 2 - -
10%-10°
4 6  17* 35 5 3 24 * - -
S 4 4 7 7 2 8 - -
6 9 3 6% 18 - - - -

Doénde: 2 y 93 representan el valor minimo y maximo respectivamente en el recuento de UFC/g
(*) Muestras que sobrepasan los limites méximos permisibles en UFC/g
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En la tabla 5, se observa que de las 38 muestras de maiz morado para consumo humano el

28,9% (11) sobrepasan los limites maximos permisibles de la RM N° 591 —2008/MINSA,

segun las tablas 4.

Tabla 5: Numero y porcentaje de muestras aceptables y no aceptables

Rango Limite permisible

N° de muestras %

104-10°
Aceptable 27 71.1
No aceptable 11 28.9
TOTAL 38 100

Figura 13: Porcentaje de UFC/g en muestras de maiz morado.

No aceptable
28.90%

m Aceptable

Aceptable
71.10%

No aceptable

La tabla 4 muestra el resultado del recuento de los mohos presentaron valores
comprendidos entre 2 x 10* a 93 x 10* UFC/g de mohos; resultados que no coincidieron
con el estudio realizado por Romero et al. en el afio 2018 que obtuvieron recuentos que
comprenden valores entre 1 x 10" a 22 x 10° UFC/g de mohos los cuales se encontraban

con valores aceptable para los limites maximos permisibles.
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3.2. IDENTIFICACION DE GENEROS DE MOHOS QUE CONTAMINAN EL MAIZ

MORADO.

Tabla 6: Porcentaje de los géneros de mohos contaminantes de maiz morado por centro de

expendio.
&
- D'- |£
. o n
5 2 & %8
Mercado £ = 2 & 3 S Total
S 2 3 5 & 3
< @ = o N o
wn % [ S = —_
T < & S T 3
San Pedro 10% 41.6%  30% 16.7%  1.7% 0% 100%
Ccascaparo 10.7%  25% 55.4%  8.9% 0% 0% 100%
Wanchaq 7.3% 28.5% 61.8% 1.6% 0% 0.8% 100%
Ttio 31.9%  45% 22% 1.1% 0% 0% 100%
Molino 76.7%  3.6% 12.5%  3.6% 0% 3.6% 100%
Vinocanchoén 10.9%  67.4% 152%  6.5% 0% 0% 100%
Supermercado1 12% 76% 12% 0% 0% 0% 100%
Supermercado 2 4.9% 4.9% 90.2% 0% 0% 0% 100%
Total 18.9% 314% 449% 4.1% 0.2% 0.5% 100%

En la tabla 6 se observa la frecuencia de los géneros de mohos en las muestras de maiz

morado de los centros de expendio del Cusco como: Penicillium sp., Fusarium sp.,

Aspergillus sp., Mucor sp., Rhizopus sp. y Scropulariopsis sp. (ANEXO N° 7y 8)
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Figura 14: Frecuencia de géneros de mohos contaminantes en el total de las muestras de

maiz morado.

4.1 0.2 0.5
18.9
44.9
314
Fusarium sp. Aspergillus sp. Penicillum sp.
B Mucor sp. Rhizopus sp. W Scopulariopsis sp.

En la figura 14, se observa la frecuencia de géneros con el siguiente orden: Penicillium sp.
44.9% (255) siendo el de mayor incidencia seguido por Aspergillus sp. 31.4% (178),
Fusarium sp. 18.9% (107), Mucor sp. 4.1% (23), Scropulariopsis sp. 0.5% (3) y Rhizopus
sp. 0.2% (1). Resultados que varian con el estudio realizado por Vega en el 2012, que
identifico mohos potencialmente micotoxigénicos en granos de maiz como: Fusarium con
un 76.99% con una incidencia mayor, 4. flavus con 11.72%, A. parasiticus con 0.57% y
Penicillium con 0.53%.

En un estudio realizado en Lima - Pert por Cabanillas y Castro en el afio 2022, identificaron
la presencia de Penicillium sp, con una mayor incidencia seguida por Rhizopus sp. y
Geotrichum sp. en muestras de maiz morado, lo cual se asemeja al presente estudio de
investigacion.

Segtin Pénelo, 2018 menciond que el maiz es un alimento muy completo, que contiene
muchas vitaminas y minerales que son esenciales en la dieta de los seres humanos. Por ello
la OMS recomienda el consumo de este alimento y segun el aporte del MIDAGRI, 2021

indica que a nivel industrial es usado para obtener colorante de la coronta debido al alto
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contenido de antocianinas que posee; este pigmento es usado a nivel industrial para la
coloracion de bebidas, cosméticos entre otros. Segun Elika, 2018 menciond que, para la
FAO, el 25% de los cultivos alimentarios mundiales son alterados por hongos productores
de micotoxinas. Las especies encontradas son considerados post cosecha de
almacenamiento (Soriano, 2015) tal como se evidencia en el presente trabajo de
investigacion.
3.3. ANALISIS FiSICO - QUIMICO
3.3.1. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Tabla 7: Porcentaje de humedad en las muestras de maiz morado de centros de expendio

del Cusco (2022).
HUMEDAD (%H) NORMA

@« - a CODEX STAN
< = (=}

B = = =

g = 2 s £ 153 — 1985

s £ 5§ gz % 5 5 B

= gt ) = = o = =

. 2 g 2 = 5 b Humedad max.
o 5 5 = £ = £ g £

4 7)) o = > = = ) n
1 319 315 236 309 240 41.5 194  29.7

)
w
3
~
)
Ne)
P
N
o)
<
N
e
No)
%)
O
<
N
()
~
W
p—
o))
o8
~
(@)

3 356 347 304 357 37.0 218

0
4 31.0 189 190 322 300 213 155 %
5 265 422 363 349 344 217

6 36.6 38.0 29.7 377

En la tabla 7, se observa el contenido de humedad (%) obtenidas en las muestras de maiz

morado de los centros de expendio del Cusco; donde se observa que el total de las
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muestras (38) de maiz morado sobrepasan el limite maximo de humedad segtin la norma
establecida CODEX STAN 153 — 1985. (Anexo N° 16)

Figura 15: Porcentaje de muestras Aceptables y No aceptables segiin humedad (%)

<15.5%

Aceptable >15.5% No
0 muestras aceptable

S8 muestras B < 15.5% Aceptable

> 15.5% No aceptable

En la figura 15, se observa que el 100% (38) de las muestras de maiz morado de los
centros de expendio del Cusco superan el limite maximo permisible de 15.5% las cuales
discrepan con los resultados obtenidos por Ortiz & Ramirez en el afio 2006 donde
mencionaron que de 43 muestras de maiz de grano entero desgranado el 100% de las
muestras se encontraron por debajo del limite maximo de humedad para granos secos.
Asi mismo también discrepa con el estudio realizado por Pino en el afio 2011 que
determino una humedad promedio de 11.31% encontrandose por debajo del valor
maximo permisible (15.5%). Segun la (FAO, 2006) indica que la humedad es un
parametro principal que regula la calidad del maiz segin el CODEX STAN 153 — 1985

donde indica que la humedad para granos de maiz es de 15.5%.
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Tabla 8: Desviacion estandar y media de la humedad en muestras de maiz morado

de centros de expendio del Cusco (2022).

95% del intervalo de

Desviacion confianza para la media

Mercado N Media ) Minimo Maximo
estandar (£)  Limite Limite
inferior superior

San Pedro 6 33,16 4,15 28,80 37,52 26,5 37,4
Ccascaparo 6 32,40 8,08 2391 40,88 18,9 422
Wanchaq 6 30,95 9,75 20,71 41,18 19,0 46,7
Vinocanchén 6 35,38 3,64 31,56 39,20 30,9 40,9
Molino 5 33,02 6,18 25,34 40,69 24,0 39,7
Ttio 5 29,34 10,60 16,16 42,51 21,3 41,5
Supermercado 1 2 25,4 8,62 25,00 24,86 19,4 31,6
Supermercado2 2 32,15 3,46 1,02 63,28 29,7 34,6
Total 38 32,06 7,07 21,54 42,26 18,9 46,7

La tabla 8 muestra la media y desviacion estandar de humedad apreciandose que todas

las muestras de maiz morado presentan valores por encima del limite maximo permisible

de 15.5% segin la norma CODEX STAN 153— 1985 con una humedad media total

32,06(x7,07).

Tabla 9: Prueba de ANOVA para determinar la diferencia entre las medias

ANOVA HUMEDAD
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 209,38 7 2991 0,54 0,79
Dentro de 644,08 31 54,80
grupos
Total 853,46 38
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En la tabla 9, se aplico ANOVA y se muestra un nivel de significancia de 0,79 que
es > 0.05, indicando asi que no existen diferencias significativas entre las medias
pudiendo deducir que presentan comportamientos similares indicando que las
muestras de los centros de expendio del Cusco (2022) presentan humedad siendo este
el factor principal para la contaminacién con mohos.

3.3.2. DETERMINACION DE ACIDEZ
Tabla 10: Acidez de las muestras de maiz morado procedentes de los centros de

expendio del Cusco (2022).

ACIDEZ

- — ~ LIMITE 0.22
> £ 2 2 NTP 205.039
§ S g = £ § § -
S = =Y & = o °E‘ °E‘ revisada 2016
s & & 5 & 2 5 &
> 5 £ 2 £ 2 g & &%

P4 »n Q = > = = wn n

1 024 020 020 030 0.14 033 042 0.20

2 0.19 025 030 0.27 023 033 030 0.25

3 0.26 6.55* 0.19 0.18 022 0.21 - -

4 021 0.15 022 0.18 0.15 0.24 - - 0.22

S 014 044 033 035 0.18 0.27 -- .

6 026 0.26 0.17 0.15 - -— - —

Nota: los valores marcados resaltados representan valores que sobrepasan el limite segun la NTP
205.039. (*) Indica el valor maximo encontrado en cuanto a la acidez

En la tabla 10, se observa que en los centros de expendio: Ttio, Ccascaparo,
Vinocanchon y San Pedro, mas del 50% de las muestras de maiz morado presentan
una acidez que sobrepasan el limite méximo permisible de la norma técnica peruana

(NTP 205.039).
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Figura 16: Frecuencia de acidez de las muestras de maiz morado.

W Aceptable

B No aceptable

En la figura 16, se observa que el 47.4% (18) de las muestras se encuentran con un
valor de acidez aceptable; mientras que el 52.6% (20) presenta valores no aceptables
en cuanto a la acidez para muestras de maiz morado segin la NTP 205.039.

Tabla 11: Media y desviacion estandar para acidez en muestras de maiz morado de

centros de expendio del Cusco.

95% del intervalo de

Desviacion
i confianza para la media
Mercados N Media estandar Minimo Maximo
@) Limite Limite
inferior superior

San Pedro 6 021 0,04 0,16 0,26 0,14 0,26
Ccascaparo 6 1,30 2,56 -1,38 4,01 0,15 6,55
Wanchaq 6 023 0,06 0,16 0,30 0,17 0,33
Vinocanchén 6 023 0,07 0,15 0,32 0,15 0,35
Molino 5 0,18 0,04 0,13 0,23 0,14 0,23
Ttio 5 0,27 0,05 0,20 0,34 0,21 0,33
Supermercado1 2 0,36 0,08 -0,40 1,12 0,30 0,42
Supermercado 2 2 0,22 0,03 -0,09 0,54 0,20 0,25
Total 38 0,40 1,02 0,06 0,74 0,14 6,55
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La tabla 11 muestra la media y la desviacion estdndar de acidez en las muestras de
maiz morado procedentes de centros de expendio del Cusco presentando una acidez
para el mercado San Pedro de 0,21(+0,04); para Ccascaparo 1,30(£2,56); para
Wanchaq 0,23(£0,06); para Vinocanchon 0,23(£0,07); para Molino 0,18(£0,04);
para el Supermercado 1 0,36(£0,08) y para el Supermercado 2 0,22(+0,03).

Cabe aclarar que la acidez total fue de 0,40 que exceden el limite maximo permisible.
Resultados que discrepan con los obtenidos por Pino en el 2011 quien obtuvo una
acidez total de 0,14 en harina de maiz criollo indicando que presentan valores
aceptables en cuanto a la acidez.

Tabla 12: Prueba de ANOVA para determinar la diferencia de las medias.

ANOVA DE ACIDEZ
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F  Sig.
Entre grupos 5,82 6 0,97 0,90 0,50
Dentro de grupos 33,12 32 1,06
Total 38,95 37

En la tabla 12, se aplico ANOVA y se muestra un nivel de significancia de 0.05
resultado que es > a 0.05, lo que indica que no exista diferencia entre las medias en
cuanto a la acidez pudiendo deducir que presentan comportamientos similares,
indicando que las muestras de maiz morado en centros de expendio del Cusco (2022)

presentan acidez siendo este un factor esencial para la presencia de mohos.
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3.3.3. DETERMINACION DEL pH

Tabla 13: pH de las muestras de maiz morado procedentes de centros de expendio

del Cusco (2022).
pH LIMITE
4,5A 6,5
17 - (g\]
% _ s 2 NTP 209.064
g - - 5 5 .
= e = = 5 = 5 revisada, 2016
= 3 & £ g o E E
%) [-W Q 3] 3] = :5 ;5
o 5 g 3 £ G 2 =9 =9
z & O z = = = z2 @
1 6 6 6 5.5 5 T* 5 6
2 6.5 5 5.5 6.5 6 6.5 6.5 6.5
3 6.5 6 6 5 6 5 - -
4 6 6 5 5 T* 4* - - 45-6.5
5 6.5 6 6.5 6 5 5 - .
6 5.5 6.5 6 5.5 -—- - - —

Nota: (*) muestras que se encuentran por debajo y sobrepasan los limites de la NTP 209.064.

En la tabla 13, se observa que una muestra del mercado Molino y una del mercado

Ttio sobrepasa y ademas una muestra del mercado Ttio se encuentra por debajo del

rango de la NTP 209.064. para pH obtenido en muestras de maiz morado de los de

los centros expendio

Figura 17: Rango del pH total de las muestras de maiz morado de centros de

expendio del Cusco.

B Aceptable

B No aceptable
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En la figura 17, se puede observar que el 92.1% (35) de muestras de maiz morado de
los centros de expendio del Cusco son aceptables segin la NTP 209.064 y el 7.9%
(3) son considerados no aceptables por la norma. Resultados que coinciden con los
de Romero en el 2018, que encontr6 que el 81% de sus muestras se encontraron
dentro del rango y el 19% sobrepasan los limites para la NTP 209.064.

Tabla 14: Media y desviacion estandar del pH para muestras de maiz morado de

centros de expendio del Cusco (2022).

95% del intervalo
Desviacion de confianza para

Mercados N Media estandar la media Minimo Maximo
@) Limite Limite
inferior superior
San Pedro 6 6,16 0,40 5,73 6,59 5,5 6,5
Ccascaparo 6 5,91 0,49 5,40 6,43 5,0 6,5
Wanchaq 6 5,83 0,51 5,29 6,37 5,0 6,5
Vinocanchén 6 5,58 0,58 4,97 6,19 5,0 6,5
Molino 5 5,80 0,83 4,76 6,83 5,0 7,0
Ttio 5 5,50 1,22 3,97 7,02 4.0 7,0
Supermercado1 2 5,75 1,06 3,78 15,28 5,0 6,5
Supermercado 2 2 6,25 0,35 3,07 9,42 6,0 6,5
Total 38 5,82 0,68 5,60 6,05 4,0 7,0

En la tabla 14 se observa una media total de 5,82(+0,68) para las muestras de maiz
morado procedentes de centros de expendio del Cusco pudiendo deducir que las
muestras se encuentran dentro de la NTP 209.064. Resultados que discrepan con el
obtenido por Pino el 2011 que determino una media total de 6,53 de pH

encontrandose fuera del limite segiin la NTP. 209.064.
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Tabla 15: Prueba de ANOVA para determinar la diferencia de las medias respecto

al pH de las muestras de maiz morado.

ANOVA pH
Suma de cuadrados gl =~ Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,75 6 0,29 0,58 0,73
Dentro de grupos 15,38 32 0,49
Total 17,13 38

En la tabla 15, se aplico ANOVA y se muestra un nivel de significancia de 0,73 que
es > a 0,05, indicando asi que no existen diferencias significativas entre las medias
pudiendo deducir que los resultados presentan comportamientos similares indicando

que las muestras de maiz morado de los centros de expendio del Cusco (2022).
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3.4. CORRELACION ENTRE RECUENTO DE MOHOS, pH, HUMEDAD Y ACIDEZ

EN MAIZ MORADO.

Figura 18: Correlacion entre el recuento de colonias de mohos con la Humedad.

En la figura 18, se observa una correlacion positiva dado entre el recuento de las colonias

de mohos (UFC/g) con el porcentaje de humedad (%H), es de 3%.

Figura 19: Relacion entre el recuento de mohos con el pH.
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De la figura 19, se observa una correlacion positiva dado que entre el recuento de las

colonias de mohos (UFC/g) con el pH es de 2%.

Figura 20: Relacion entre recuento de mohos y la acidez.

De la figura 20, se observa una correlacion positiva dado que entre el recuento de las

colonias de mohos (UFC/g) con la acidez es de 0.4%.

De acuerdo a los resultados de correlacion de recuento de mohos con humedad, recuento
de mohos con pH y recuento de mohos con acidez, existe una correlacion positiva mas no
estadisticamente significativa (Figuras: 18, 19 y 20). Resultados que pueden son similares
a los obtenidos por (Romero et al., 2018) que determind que no existido una correlacion

significativa entre el recuento de mohos con los parametros de Humedad y pH.
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3.5. CUANTIFICACION

Y FRECUENCIA

RELATIVA DE OCRATOXINA A

DETERMINADA POR ELISA EN MUESTRAS DE MAIZ MORADO

PROVENIENTES DE CENTROS DE EXPENDIO DEL CUSCO.

Tabla 16: Cuantificaciéon de ocratoxina A por ELISA en muestras de maiz morado

procedentes de centros de expendio del Cusco (2022).

OCRATOXINA A (ppb)
Limite maximo
. o (o}
g = _§ _§ permisible
$ £ g s 3 ° ° segiin CXS 193-
> g & £ E T & & &
z 75 @) = > = = n A
1 047* 289 1.05 0.66* 142 1.75 0.39% 0.89*
2 0.13* 0.50* 1.14 0.33* 1.02 1.05 0.56* 1.98
3 1.77 0.83* 0.53* 0.63* 1.73 0.75% -- ---
4 1.31 123 0.89* 0.29* 577 1.21 -- - 5 ppb
5 0.26* 5.08 1.53 0.85* 0.71* 0.52%* -- -
6 0.48* 0.73* 72.44 0.33%* - -- -- -

Donde: Las muestras resaltadas representan valores que sobrepasan los valores maximos permisibles.

(*) Muestras no detectables < a 1ppb segin NEOGEN.

En la tabla 16 se observa que, del total de las muestras, 21 mostraron valores no detectables

para ocratoxina A segiin NEOGEN (< Ippb) por ELISA; ademads, 14 de las muestras

presentan ocratoxina A por debajo de Sppb considerandose apto para el consumo humano

segun la norma del Codex Alimentarius, sin embargo, el método detecto la presencia de

dicha micotoxina en el maiz morado.
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Figura 21: Cuantificacién de Ocratoxina A.
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En la figura 21, se observa que 3 de las muestras (11,18 y 28) sobrepasan los limites méximos
permisibles para ocratoxina A segin la norma del Codex Alimentarius con un rango de 5,08 a

72,44ppb.

Figura 22: Porcentaje de Ocratoxina A en muestras de maiz morado (Zea mays).

B No detectables (<1ppb)

Detectables (< 5ppb)

B Contaminado (= 5ppb)

En la figura 22, se observa que el 7.9% (3) presentan ocratoxina A sobrepasando el limite maximo
permisible segiin el Codex Alimentarius (5ppb). Existe también un 36.8% que se encuentran dentro
de la norma con un rango entre 1.02 — 2.89 ppb de Ocratoxina A y un 55.3% de las muestras se

encuentran con valores por debajo de limite de deteccion (1ppb) para ocratoxina A segun

NEOGEN (2014).
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Tabla 17: Frecuencia relativa de ocratoxina A en maiz morado en centros de expendio del Cusco.

Ne° N° muestras
Frecuencia
Mercado muestras positivas para Minimo Maximo
relativa

analizadas ocratoxina A
San Pedro 6 0 0% 0,13 1,77
Ccascaparo 6 1 16,7% 0,50 5,08
Wanchaq 6 1 16,7% 0,53 72,44
Vinocanchén 6 0 0% 0,29 0,85
Molino 5 1 20% 0,71 5,77
Ttio 5 0 0% 0,52 1,75
Supermercado 1 2 0 0% 0,39 0,56
Supermercado 2 2 0 0% 0,89 1,98
Total 38 3 7,9% 0,13 72,44

En la tabla 17, se puede observar que el 20% de las muestras del mercado Molino y el
16,7% de las muestras de los mercados Ccascaparo y Wanchaq, presentaron contaminacion
con Ocratoxina A superando los limites méximos permisibles segtin las normas del Codex

Alimentarius.

CORRELACION ENTRE OCRATOXINA A Y HONGOS
La producciéon de Ocratoxina A se da en relacion a los hongos productores de esta

micotoxina, los géneros mas comunes son Aspergillus y Penicillium.
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Figura 23: Correlacion entre Ocratoxina A y mohos
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En la figura 23 se observa que las muestras 11, 18 y 28 superan los limites méximos
permisibles para ocratoxina A guardando relacion con el crecimiento de hongos del género
Penicillium, Aspergillus y Fusarium para la muestra 11 y 28; Penicillium y Aspergillus
para la muestra 18. Demostrando que la produccion de ocratoxina A esta relaciona con el
crecimiento de los hongos del género Aspergillus y Penicillium. Los resultados obtenidos
concuerdan con el estudio de Cabanillas y Castro en el 2022 que identificaron Penicillium
sp, Rhizopus sp, y Geotrichum sp.

Los resultados obtenidos de las muestras de maiz morado, el 44,7% (17) son detectables
para ocratoxina A con un rango de 1,02 — 72,44 ppb, de las cuales el 17,6% (3) superan el
limite méximo permisible segin la norma del Codex Alimentarius para ocratoxina A
(5ppb). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Villela en el 2018 que determino
que 33,33% de ocratoxina en la etapa de almacenamiento tenia un nivel alto de presencia
de esta micotoxina en granos de maiz.

Un estudio realizado por Salcedo et al. en el afio 2011, determinaron que solo el 35.5% de
sus muestras fueron contaminadas con ocratoxina A en un promedio de 8ug/Kg (ppb) en
muestras de maiz amarillo guardando relacion con el presente trabajo

Los resultados obtenidos también coinciden con los de Cabanillas y Castro en el 2022
quienes evaluaron la presencia de ocratoxina A con una contaminacion de 10,92 y 13,27 la
contenida de estas muestras en maiz morado superan los limites maximos permisibles de

(5pg/Kg) establecidos por la Union Europea.
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3.6. CUANTIFICACION Y FRECUENCIA RELATIVA DE FUMONISINAS TOTALES

DETERMINADA POR ELISA EN MUESTRAS DE MAIZ MORADO

PROVENIENTES DE CENTROS DE EXPENDIO DEL CUSCO.

Tabla 18: Cuantificacion de Fumonisinas totales por ELISA en muestras de maiz morado

procedentes de centros de expendio del Cusco (2022).

FUMONISINAS TOTALES (ppm)

. — ~ Limite
| - S S maximo
2 o S S S permisible
= £ = = S 5 5 .
= T & = 5 o = = segiin CXS
P : 2 § § % - g g 193-1995
7z & o = = = = & &

1 537 397 17.61 0.06* 0.18%* 6.64 641 8.40

2 435 2.15 0.03* 5.30 0.55 13.80 5.11 6.16

3 840 5.73 1.58 4.80 3.58 0.06* - -

4 ppm

4 524 4.08 0.03* 0.07* 0091 1.38 - -

5 0.02* 7.84 0.16* 6.08 0.19* 17.55 - -

6 5.62 430 1.01 0.06* - - - -

Doénde: Las muestras resaltadas representan valores que sobrepasan los valores maximos permisibles.

(*) Muestras no detectables < a 0.2 ppm segiin NEOGEN.

En la tabla 18, se observa que, del total de las muestras, 10 muestras presentaron valores

no detectables para fumonisinas totales segin NEOGEN (< 0.2 ppm); ademas, 20 muestras

presentan valores que sobrepasan los limites méximos permisibles para fumonisinas por

encima de 4ppm considerdndose no apto para el consumo humano segin la norma del

Codex Alimentarius.
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Figura 24: Cuantificacion de Fumonisinas totales.
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En la figura 24 se observa que de las 38 muestras de maiz morado 20 resultaron
contaminadas con fumonisinas totales con un rango de 4.08 — 13.80 ppm y 10 muestras se
encuentran por debajo del limite de deteccion para fumonisinas totales con un rango de

0.02 - 0.19 ppm.

Figura 25: Porcentaje de Fumonisinas totales en muestras de maiz morado (Zea mays).

No detectables (< 0.2 ppm)

B Detectables (< 4 ppm)

B Contaminado (= 4 ppm)

Figura 25, se observa que 53% (20) presentan fumonisinas totales sobrepasando el limite
maximo permisibles segiin el Codex Alimentarius (4ppm), Existe también un 21% (8) que
se encuentra dentro de la norma con un rango entre 0,55 — 3,97 ppm de fumonisinas totales
y un 26% (10) del total de las muestras se encuentra con valores por debajo del limite de

deteccion (0,2ppm) para fumonisinas segin NEOGEN (2015).
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Tabla 19: Frecuencia relativa de Fumonisinas totales en maiz morado de centros expendio

del Cusco (2022).
Ne N° muestras positivas
Frecuencia
Mercado muestras para fumonisinas Minimo Msiximo
relativa
analizadas totales

San Pedro 6 5 83,3% 0,02 8,40
Ccascaparo 6 6 100% 2,15 7,84
Wanchaq 6 1 16,7% 0,03 7,61
Vinocanchoén 6 3 50% 0,06 6,08
Molino 5 1 20% 0,18 3,58
Ttio 5 3 60% 0,06 13,80
Supermercado 1 2 2 100% 5,11 6,41
Supermercado 2 2 2 100% 6,16 8,40
Total 38 3 61% 0,02 13,80

En la tabla 19, se puede observar que el 100% de las muestras del mercado Ccascaparo
Supermercados 1 y 2; presentan contaminacion por fumonisinas totales que superan los
limites maximos permisibles del Codex Alimentarius. Con un rango de 0,02 - 13,80 de

contaminacion de fumonisinas totales por ELISA.

CORRELACION ENTRE FUMONISINAS TOTALES Y HONGOS
La produccién de Fumonisinas totales se da en relacion a los hongos productores de esta

micotoxina, el género mas comun es Fusarium
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Figura 26: Cuantificacion entre Fumonisinas totales y mohos.
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En la figura 26 se observa que las muestras 1, 2, 3, 4, 6,9, 10, 11, 13, 20, 21, 23, 30, 31,
34,35, 36, 37 y 38, presenta crecimiento de hongos del género Fusarium, demostrando que
la produccion de Fumonisinas totales se relacionan con la presencia de este hongo. Este
resultado se relaciona con el estudio realizado por Maldonado en Argentina el afio 2020
donde aislo Fusarium verticillioides como principal especie productora de fumonisinas.

De las 38 muestras de maiz morado analizadas, 21% (8) fueron detectables para
fumonisinas totales con un rango de 0,55 — 3,97 y el 53% (20) del total de las muestras
superan los limites maximos permisibles segun la norma del Codex Alimentarius para
fumonisinas totales (4ppm) con un rango de 4,08 — 13,80 ppm. Resultados que discrepan
de los de Esposito y Ferraguti en el afio 2019 donde seleccionaron aleatoriamente 50
muestras, las cuales se encontraban por debajo del limite maximo permisibles para
Fumonisinas segliin la FDA de los Estados Unidos. Otro estudio realizado en Argentina
por Maldonado en el afo 2020 en harinas de maiz envasadas y sueltas para fumonisinas
determino que el 25% del total de las muestras analizadas por ELISA presentaron un
promedio de 4,67ppm, superando los limites maximos permisibles resultados que
coinciden con el presente trabajo de investigacion; Por otro lado Villela et al. en el afio
2018 determino que el 23,53% del total de sus muestras en la etapa de almacenamiento y
6,67% de las muestras de la etapa de consumo sobrepasaban los limites méaximos

permisibles para granos de maiz morado asemejandose con nuestros resultados obtenidos.
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1.

CONCLUSIONES

De las 38 muestras de maiz morado (Zea mays) obtenidos durante los meses de enero a abril

del 2022, procedentes de centros de expendio del Cusco, se concluye que:
La cuantificacion de mohos fue de 2x10* a 93x10* de UFC/g., donde el 28.9% (11) de las
muestras fueron no aceptables segiin los parametros de la RM N°591-2018/MINSA para
muestras de maiz en grano. Se identificaron hongos de los géneros: Penicillium sp. 44.9%,
Aspergillus sp. 31.4%, Fusarium sp. 18.9%, Mucor sp. 4.1%, Scropulariopsis sp. 0.5% y
Rhizopus sp. 0.2%.
La humedad promedio de las muestras fue de 32,06(=7,07), donde el 100% de las muestras
sobrepasa el limite maximo permisible segiin la norma establecida CODEX STAN 153 -
1985. E1 47% de las muestras present6 una acidez promedio de 0,21(%0,16), encontrandose
por debajo del limite maximo permisible de la NTP 205.039 y el 53% de las muestras
presentaron un promedio de 0,61 de acidez sobrepasando el limite maximo permisible. En
cuanto al pH el 7,9% (3) de las muestras son considerados no aceptables por la NTP
209.064. La correlacion entre el recuento de mohos con humedad, acidez y pH fue positiva,
pero no estadisticamente significativa.
Mediante el Método de ELISA, se determind ocratoxina A donde el 7,9% (3) del total de
las muestras de maiz morado (Zea mayz L.) sobrepasan los limites maximos permisibles
segiin el Codex Alimentarius (Sppb), con un rango entre 5,08 — 72,44 ppb y el 36.8% de
las muestras fueron detectables por el método con valores entre 1,02 — 2,89 ppb y el 55.3%
de las muestras no fueron detectables por NEOGEN.
Se determiné también fumonisinas totales donde el 53% (20) del total de muestras de maiz

morado (Zea mayz L.) superan los limites maximos permisibles segiin el Codex
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Alimentarius (4ppm) con un rango entre 4,08 — 13,80 ppm, el 21% (8) del total fueron
detectables por el método presentando valores entre 0,55 —3.97 ppm y el 26% (10) fueron
no detectables por NEOGEN.

. La produccion de ocratoxina A se relaciona con la presencia de Penicillium sp. y
Aspergillus sp. y la produccion de fumonisinas totales se relaciona con la presencia de

Fusarium sp.
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SUGERENCIAS

» Se sugiere continuar con este tipo de investigacion en alimentos que son vulnerables
(semillas, granos, carnes, productos lacteos, frutas, frutos secos, harinas entre otras) asi
como analizar los niveles de comportamiento de ocratoxina A y fumonisinas en alimentos
de consumo humano y animales.

» Determinar los tipos de fumonisinas (B1, B2, B3, B4, A1 y A2) para poder asi distinguir
su potencial toxico ya que sus niveles pueden ser heterogéneos.

» Se sugiere a las autoridades competentes realizar control de la cadena de produccion del
maiz morado para prevenir la contaminacién por micotoxinas que son perjudiciales para la
salud humana y de los animales.

> Se sugiere a las autoridades competentes realizar capacitaciones y asesoramiento técnico
de las Buenas Practicas Agricolas, higiene y manipulaciéon de alimentos con el fin de
disminuir riesgos y asi controlar la calidad de estos desde el cultivo, cosecha,

almacenamiento, transporte y expendio.
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ANEXO 1

PUNTOS DE MUESTREO Y TOMA DE MUESTRA EN MERCADOS

c d

Mercados: a) Ccascaparo; b) San Pedro; ¢) Vinocanchon y d) Wanchag.
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ANEXO 2

PUNTOS DE MUESTREO Y TOMA DE MUESTRA EN SUPERMERCADOS.

c d

Almacenamiento y puntos de muestreo de maiz morado.
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ANEXO 3

FICHA DE MUESTREO
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ANEXO 4

ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS

c
Acondicionamiento de muestras a) muestras en laboratorio; b) trituracion de muestras y c)

muestras molidas y almacenadas.
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ANEXO 5
PARAMETROS FiSICO - QUIMICOS

A. DETERMINACION DE HUMEDAD

c
Determinacion de humedad a) pesado de 10gr de muestra acondicionada; b) llevar al horno a

310° por 5 horas; ¢) pesado de muestras secas.
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B. DETERMINACION DE ACIDEZ

a b
Determinacion de acidez a) muestra acondicionada 5gr mas agua estéril 50ml; b) filtrar la

muestra y afiadir fenolftaleina.
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C. DETERMINACION DEL pH

c
Determinacion de pH a) se pesod Sgr de muestra acondicionada; b) tiras de pH y c) agua y frascos

estériles.
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ANEXO 6
NUMERACION DE MOHOS EN MAIZ MORADO

A. PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO Y AGUA PEPTONADA
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g h

Numeracion de mohos a) Preparacion de agua peptonada y medio de cultivo OGY+
oxitetraciclina al 0.1%; b) Autoclavado de medios; c) rotulado de placas; d) Realizando las
diluciones 1071, 1072, 1073 y 10* sembrado en las placas; e;f;g) crecimiento de mohos; h)

crecimiento de los repiques.
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ANEXO 7

OBSERVACION MACROSCOPICA

Observacioén macroscopica de colonias de

mohos de Aspergillus.

Observacion macroscépica de colonias de

mohos A: Penicillum.

Observacién macroscépica de colonias de

mohos de Fusarium.
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Observacion macroscopica de colonias

de mohos Rhizopus sp.

Observacion macroscopica de colonias

de mohos Mucor.
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ANEXO 8

OBSERVACION MICROSCOPICA

Observacion microscopica a 400X de género
Aspergillus sp.

A: Estipe, B: Vesicula, conidia

Observacion microscopica a 400X de
género Penicillum sp.

A: conidio B: conidioforo
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Observacion microscopica a 400X de
genero Fusarium sp.
A: hifas B: esporas macroconidias con 2 a

3 septos

Observacion microscopica a 400X de genero
Rhizopus sp.

A: esporangio B: esporangioforo.
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ANEXO 9
CUANTIFICACION DE OCRATOXINA A Y FUMONISINAS TOTALES

A. OBTENCION DEL EXTRACTO

Obtencion de extracto: a) Peso de la muestra y rotulado; b) Muestra + metanol al 50%

para ocratoxina A y 70% para fumonisinas; c) extractos extraidos.
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B. USO DE LOS KITS VERATOX DE OCRATOXINA A Y FUMONISINAS

¢ d
ELISAS a) kit de ELISA para determinar fumonisinas; b) kit de ELISA para

determinar ocratoxinas A; c) materiales usados para ELISA; d) afiadiendo el

reactivo stop.
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a b
ELISAS a) Coloracion respectiva después de colocar del stop, para seguir con la lectura

en el equipo ELISA para ocratoxina A; b) Lectura en el equipo Fotometro de Elisa
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ANEXO 10
CURVAS DE CALIBRACION DE ELISA

A. CURVA DE CALIBRACION PARA OCRATOXINA A

B. CURVA DE CALIBRACION PARA FUMONISINAS TOTALES
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ANEXO 11

PROCEDIMIENTO DE OCRATOXINA A

(NEOGEN, 2014)
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ANEXO 12

PROCEDIMIENTO DE FUMONISINA

(NEOGEN, 2015)
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ANEXO 13

REGISTRO MICROBIOLOGICO
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ANEXO 14

RESULTADO DE OCRATOXINA A
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ANEXO 15

RESULTADOS DE FUMONISINAS TOTALES
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ANEXO 16

NORMA DE CODEX ALIMENTARIUS PARA HUMEDAD

(FAO & WHO, 2019)
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ANEXO 17

NORMA TECNICA PERUANA PARA ACIDEZ

NORMA TECNICA NTP 205.039
PERUANA 1975 (revisada el 2016)
Direccion de Noamalizacion - INACAL &
Calle Las Camelias 815, San Isidro {Lima 27) Lifria. Pen)
F
&
R
i
\é‘
S
HARINAS. Determinacion de la atidez titulable
Q‘\v

FLOURS. Determination of titratable acidity &

2016-07-21 e

1* Edicion =

o
&
s
&
$¢
\"\3}

R.D. N 017-201&@ACAUDN. Pubilicada el 2016-C7-27 Precio basaco en 04 pédginas
I.CS:67.060 - ESTA NORMA ES RECOMENDABLE

Descriptores: @u acidez titvlable, acidez
P

-

@ INACAL 2016

(Rafael, 2020)
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NORMA TECNICA NTP 205.039

PERUANA 2ded
;f
36 Papel de filtro de porosidad media, como el Schleiter and Shull § cinta
negra. S
g
L

4 REACTIVOS Q."

§
a1 Solucién 0.1 N de hidroxido de sodio. &
42 Solucién indicadora, que se prepara dlsolwendo 1 g de fenolftaleina en
50 mL de alcohol etilico al 95 % y llevando el volumen a IOGI'mL con agua destifada.

§
43 Agua destilada. g
&
5 PREPARACION DE LA MUES\:’.‘??A Y ESPECIMEN
&

>

Se pesan 10,000 g (diez gramos) de harina d§la muestra.

<
~
6 PROCEDIMIENTO <
2
\
6.1 En un frasco Erleqrheyer de 300 mL de capacidad se deslien los 10,000 g de
harina en 100 mL de agua desltlada.
K3
6.2 Se agita la ﬁépensién contenida en el frasco cada 10 minutos, por espacio
de 1 hora. Py
6.3 Se fllt?a Ia suspension hasta obtener un volumen de filtrado que sobrepase

los 50 mL. ;:‘
L Es un ejemplo,fEe procucto adecuado disponitle comercialmente. Esta informacion s2 facilita para
comodidad de Ios usuarios de esta NTP y no representa una gasantia del Organismo Peruano de
Norml:zacmfara esla producto. Se puaden utilizar producios equivalentes si se puede demostrar qua
ofrecen bos mismos resultados.

2

@ INACAL 2016 - Todos los derechos son reservados
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ANEXO 18

NORMA TECNICA PERUANA PARA pH

(Espinoza, 2019)
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NORMA TECNICA NTP 209.064
PERUANA 4de5
-
Q
§
LIMITE X
~

2) Pureza de almiddn de maiz j\

no medificado, minimo 99,00 % P

L.
N
b} Humedad 105%-125%.7
& Anhidrido Sulfurcso (S02), méximo 50ppm &
g | pH 45-65 ]
£) Material no amilaces (N. A. M.) B Qﬁnjor
f)  Viscosidad Scott, minimo 3‘&'gundos
0) Proteina, maximo é,a\ 0,45 %
Q..
h) Color & Comejor
i) Solubles, méaximo ﬁ_a;’\ 0,25%
~
i Cenizas, maximo 0{‘ 0,50 %
<

k) Grasa, maximo & 0,10%
)] Tamafio de particulas: § '

Pasa a través d2 malla L7 1 (N° 80)

minimo ~ %9%

3
Pasa & través de malla 149 u
(N® 100) minima.s> 97,0 %
N

41

EXTRAQdON DE MUESTRAS Y RECEPCION
\J

Y
<

Las n\lgﬁstras se extraeran de acuerdo a lo establecido en Ia NTP 205.027.
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ANEXO 19

CRITERIOS MICROBIOLOGICOS

MINISTERIO DE SALUD No.27{-2008/hins

?\}e\,\CA DEL .
& e

"7 Visto: el Expediente N* 07-051670-002, que contiena el Oficio N° 5868-
2008/DG/DIGESA, cursado por la Direccién General de Salud Ambiental; ’

CONSIDERANDO: )
7 Que, el articulo 92° de la Ley N® 26842, Ley General de Salud establece
uve la Autcridad de Salud de nivel nacional es la encargada entre otros, del
contrel sanitaric de los alimentos y bebidas;

Que, el literal a} dei articulo 25° de la Ley N° 27657, Ley del Ministerio de
Szlud, sefiala que la Direccién General de Salud Ambiental-DIGESA es el
organo técnico-normative en los aspectos relaciocnados al saneamiento basico,
salud ocupacional, higiene alimentaria, zoonosis y proteccidn del ambiente;

Que, el literal c) del articulo 49° del Reglamento de Organizacion y
Funciones del Ministerio de Salud, aprobado por Decrete Supremo N° 023-2005-
SA, establece como funcién general de la Direccion de Higiene Alimentaria y
Zoonosis de la DIGESA, concertar y articular los aspectos técnicos y normativos
" en materfa de inocuidad de los alimentos, bebidas y de prevencién de la
ZOONQOSIS,

Que, mediante Resolucién Ministerial N° 615-2003-SA/DM, se aprobaron
los “Criterios Micrebiclagicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos
y Bebidas de Consumo Humano", en el cual se sefialan los criterios
microbiolégicos que deben cumplir los alimentos y bebidas en estado natural,
elaborados o procesados, para ser considerades aptos para el consumo
humano, estableciendo que [a verificacidn de su cumplimiento estara a cargo de
los organismos competentes en vigilancia sanitaria de alimentos y bebidas a
nivel nacional; '

Que, por Resolucidn Ministerial N® 709-2007/MINSA, se dispuso que la
Cficina General de Comunicaciones efectue la publicacion eh e! portal de
Internet del Ministerio de Salud, hasta por un periodo de tréinta (30) dias
calendario, del proyecto de la NTS N° -MINSA/DIGESA - V.01 "Norma Sanitaria
que establece les criterics micrabicidgicos de caiidad sanitaria e inocuidad para

(MINSA & DIGESA, 2008)
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HERNANDET C

ntsne 07/ _minsapiGESA-V.01
NORMA SANITARIA QUE ESTABLECE LOS CRITERIOS MICROBIOLOGICOS DE CALIDAD SANITARIA E INOCUIDAD
PARA LOS ALIMENTOS Y BEBIDAS DE CONSUMO HUMANO

C. Reyes J.

(") De acuerdo con Mélodos Normalizados 6 métodos descritas por organizaciones con credibilidad internacional
tales como la Ascciacion Oficial de Quimicos Analfticos (AOAC), ¢ Asociacidén Americana de Salud Publica
(AFPHA) sobre Prueba de Esterilidad Comercial, considerande las temperaturas, tiempos de incubacion e
indicadores microbiolégicos del mencionado método, los cuales deben especificarse en el Informe de Ensayo.

Nota 1. La prueba de esterilidad comercial se realiza en envases que no presenten ningdn defecto visual. Si
luego de la incubacicn el producto presenta alguna alteracion en el olor, color, aparienca, pH, el produclo se
considerara “"No esteril Comercialmente”,

Nota 2: Si tras la inspeccidn sanitaria resulta necesario tomar muesiras de unidades defectuosas para determinar
las causas, se procedera con el Método de analisis microbioldgico para determinar las causas microbioldgicas
del deterioro segln métodos establecidos en el Codex Alimentarius, Manual de Bacteriologia Analitice BAM de la
Administracion de Alimentos y Drogas FDA é Asociacién Americana de Salud Publica APHA,

7. RESPONSABILIDADES

A nivel nacional la autoridad sanitaria responsable de vigilar el cumplimiento de la presente
norma es el Ministerio de Salud a través de la Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA)
y por delegacion, las Direcciones de Salud (DISAS), a nivel regional, las Direcciones
Regionales de Salud (DIRESA) y a nivel local las Municipalidades.

8. DISPOSICIONES FINALES

Primera: Queda derogada la norma sobre "Criterios Microbiologicos de calidad sanitaria e
inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humanag”, aprobado por Resclucion
Ministerial N® 615-2003-SA/DM, toda vez que Ia presente Norma Sanitaria la actualiza y la
reemplaza.

. Segunda: La Autoridad Sanitaria de! nivel nacional, regional y local supervisara el

cumplimiento de la aplicacién de la presente norma sanitaria en resguardo de la salud de la
poblacién.

Tercera: La Autoridad Sanitaria podra realizar y solicitar muestreos y analisis adicionales con el
fin de detectar y/o cuantificar otros microorganismos“ sus toxinas o metabolitos, a efectas de
verificar procesos, de evaluar riesgos, con fines epidemiclégicos ante brotes de enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA), de alertas sanitarias, de rastreabilidad, por denuncias y
operativos, entre ofras, necesarias para el resguardo de la salud de la poblacién,

En caso ETA, especialmente en la investigacion de la eticlogia de toxi-infeczciones, la autoridad
sanitaria en inocuidad de alimentos debe procurar obtener todos los restos de alimenios
sospechosos y Ios analisis microbiolégicos a realizar deben-.estar de acuerdo a los
antecedentes clinicos y epidemioldgicos del brote.
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ANEXO 20

NORMA DEL CODEX ALIMENTARIUS
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