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RESUMEN

En el presente trabajo se investigd la determinacién de Deoxinivalenol (DON)
mediante el método de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA) competitivo, en
maiz comercializado en el Mercado Colon y el Mercado Central del Municipio de

Santa Ana.

Se realizdé una investigacion bibliografica donde se estudiaron los conceptos
referentes al analisis de Deoxinivalenol (DON), el porcentaje de humedad relativa
que permite la proliferacion de mohos productores de micotoxina y los limites de
Deoxinivalenol (DON) establecidos por la Food and Agriculture Organization
(FAO), asi como el fundamento de las pruebas de ensayo por inmunoadsorcion

ligado a enzimas (ELISA) y el efecto que esta presenta sobre la salud.

Se realiz6 un sondeo previo para determinar el nUmero de establecimientos en
cada mercado, en los cuales se realiz6 un muestreo aleatorio simple y a través
de una lista de chequeo se determiné la informacién sobre las condiciones de

almacenamiento del maiz (Zea mays).

El trabajo experimental se realizé en el periodo de agosto y septiembre del 2018
en el laboratorio de Analisis Bromatologico de la Facultad de Quimica y farmacia
de la Universidad de El Salvador, analizando un total de veinte (20) muestras de
maiz por duplicado a las cuales se les determino el porcentaje de humedad

relativa y el contenido de Deoxinivalenol (DON) en ppm.

Los resultados se tabularon estadisticamente mediante la prueba de distribucion
T student y se compararon con los limites establecidos por la FAO, observandose
gue las muestras presentan valores de Deoxinivalenol (DON) muy por debajo de

0.75 ppm limite que establece la normativa.

El trabajo de investigacion demostré que las muestras de maiz analizadas son

aptas para el consumo humano y que el método ELISA para cuantificacion de



micotoxinas, refleja resultados r4pidos y confiables para la determinacién de

contaminantes producidos por mohos.
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I. INTRODUCCION

A nivel mundial los cereales constituyen la base de la alimentacion de las
personas Yy los animales de ahi que cada vez se aumentan su produccion. Con
frecuencia los cereales se pueden contaminar con micotoxinas entre las que se

encuentra Deoxinivalenol (DON) que pueden dafiar la salud de la poblacion.

Durante el desarrollo y crecimiento, los cultivos de maiz pueden presentar
diversos peligros que son facilmente detectados como son las sequias, las
inundaciones, las plagas y otras que no son perceptibles por el ser humano como

la contaminacién por micotoxinas, comprometiendo la inocuidad del alimento.

Los granos de maiz pueden infectarse con diferentes hongos productores de
micotoxinas (metabolitos secundarios), representando un peligro para la salud

tanto de humanos como de animales.

Durante la etapa de produccién del maiz, las condiciones climatol6gicas
favorecen el desarrollo de mohos toxigénicos como el Fusarium graminearum,
gue es productor de la toxina Deoxinivalenol (DON) una micotoxina del grupo de
los tricotecenos, una de las micotoxinas mas difundidas de los cereales, que se
puede encontrar en cereales de invierno y en granos de maiz. Se estima que el
25% de la produccion mundial de alimentos es afectada por hongos productores
de micotoxinas. La Deoxinivalenol (DON) ocasiona brotes de sindromes
emeéticos, nauseas, vomitos, dolores abdominales, diarrea, mareos y cefaleas.
Investigaciones realizadas entre los afios 2010 y 2013 sobre la contaminacion de
micotoxinas en cereales y subproductos de cereales, mostré que el maiz es el

cultivo mas contaminado en el mundo.

Por lo tanto la investigacion pretendio cuantificar la presencia de DON en el grano
de maiz (Zea mays), por el método de inmunoadsorcién enzimatica ELISA tipo

competitivo, distribuido en los mercados Colén y Central de la ciudad de Santa
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Ana ; donde se realiz6 un sondeo previo para determinar el niumero de
establecimientos en cada mercado, en los cuales se realizé un muestreo aleatorio
simple y a través de una lista de chequeo se determiné informacion sobre las

condiciones de almacenamiento del maiz (Zea mays).

Uno de los factores que favorece la contaminacion de micotoxinas en cereales
es la humedad, por lo que se determiné el porcentaje de humedad presente en
las muestras de maiz (Zea mays), segun el método AOAC 925.10 se tomo el

porcentaje de humedad relativa con un termohigrometro en los establecimientos.

Las determinaciones de DON por el método de ELISA se analizaron por
duplicado. Los datos se tabularon estadisticamente mediante la prueba de
distribucion T student comparando los resultados obtenidos con los limites de
tolerancias permitidos por la FAO, en el que especifica que no debe ser mayor
750 mg/Kg, andlisis de varianza ANOVA.

El muestreo se realiz6 en el mes de agosto de 2018 y las muestras se analizaron
en el laboratorio de analisis Bromatolégico de la facultad de Quimica y Farmacia

de la Universidad de El Salvador.



[I. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo General

2.1.1. Determinar Deoxinivalenol (DON) en el maiz (Zea mays) mediante

el método de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) competitivo.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Verificar las condiciones de almacenamiento del maiz (Zea mays)

de los mercados en estudio mediante una lista de chequeo.

2.2.2 Calcular el contenido de humedad de las muestras de maiz (Zea
mays) recolectadas en el mercado “Colén” y mercado “Central” de

la ciudad de Santa Ana, Santa Ana

2.2.3 Analizar por el método de ELISA competitivo directo el contenido de
Deoxinivalenol (DON) en el grano de maiz (Zea mays) recolectado.

2.2.4 Comparar los resultados obtenidos en cuanto al contenido de
Deoxinivalenol con los limites establecidos por la FAO.

2.2.5 Utilizar el método estadistico T student, ANOVA y la prueba de
Tuckey para el analisis de datos del porcentaje de humedad vy la
contaminacion de DON.



20

lIl. MARCO TEORICO

3.1.MAIizZ

El maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia de las gramineas, tribu maideas, y
se cree gque se origind en los tropicos de América Latina, especialmente los
géneros Zea, Tripsacum y Euchlaena, cuya importancia reside en su relaciéon

fitogenética con el género Zea.

El maiz es el rubro de mayor importancia dentro de la canasta alimenticia basica
de la poblacion salvadorefia. Segun FAO, el consumo per capita por afio es
alrededor de 80.51 kilogramos en el area urbana y 127 kilogramos en el area
rural, siendo de los mayores consumos del area centroamericana, pues el 95%
de la produccion lo utiliza para consumo humano. Segun la Direccién General de
Economia Agropecuaria (DGEA), durante el ciclo agricola 2009-2010, la
superficie sembrada con maiz fue de 374,128 manzanas (261,889 hectareas) con
una producciéon de mas de 17 millones de quintales, y un rendimiento de 46.2
quintales por manzana. Bajo condiciones climéticas adecuadas o mediante el
aporte del riego, el maiz es el mas productivo de los cereales y la rentabilidad
aumenta cuando se utilizan cultivares mejorados en condiciones favorables vy

manejo adecuado. (s)

3.1.1 VARIEDAD. (2

El Gobierno de El Salvador, a través del Ministro de Agricultura y Ganaderia
(MAG) y del Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA),
entrega a los agricultores salvadorefios dos nuevas opciones para mejorar la
produccion de granos basicos y garantizar el alimento de las familias
salvadorefias, esta son las variedades de maiz: CENTA ASG y CENTA CS con

alto potencial de rendimiento y calidad proteica.
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En cambio, la variedad CENTA CS es un grano blanco con alta calidad proteica,
gue resalta su potencial de rendimiento de 88 quintales por manzana y su alta

calidad nutricional en comparacion a los maices tradicionales.

El maiz comun posee un 10.23% de proteina y el CENTA CS 10.34%; el maiz
comun tiene 0.04% de triptofano y el CENTA CS 0.09%; mientras que el indice
de calidad de los maices comunes es de 0.40 y el CENTA CS 0.89, datos
obtenidos y comprobados a través de analisis nutricional del grano en el
Laboratorio de Quimica Agricola del CENTA; lo que lo hace un material
biofortificado, es decir variedades mas nutritivas que aportan mayor cantidad de

nutrientes a la poblacion.

El CENTA, desde el Programa de Granos Basicos, continla investigando y
desarrollando nuevas tecnologias resistentes al cambio climatico, adaptandolas
ante las nuevas inclemencias y variabilidades para reducir los impactos negativos
gue ataca al sector productivo, con el propoésito de contribuir al aumento de la
produccion y productividad de los granos basicos, area estratégica contemplada

en el Plan Quinquenal de Desarrollo 2014 — 2019.

3.2 MICOTOXINAS (24)

3.2.1 Definicién

Segun una definicion reciente las micotoxinas son "metabolitos flngicos cuya
ingestion, inhalacién o absorcién cutanea reduce la actividad, hace enfermar o
causa la muerte de animales (sin excluir las aves) y personas". Las micotoxinas
suelen formarse al final de la fase exponencial o al principio de la fase
estacionaria del crecimiento del moho. Las micotoxinas, que derivan de las

palabras griegas mikes y toxina, que significa hongo y veneno respectivamente,
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son compuestos que tienen lugar cuando la fase de crecimiento llega a su etapa
final y durante la fase estacionaria. Son moléculas relativamente pequefas
(PM<700).

La mayor parte de estos metabolitos secundarios se originan en la ruta
policetdnica. Las micotoxinas son un grupo heterogéneo de sustancias quimicas
que tienen efectos negativos agudos y/o cronicos sobre la salud de los seres

humanos y de los animales.

Las micotoxinas se encuentran en diversos alimentos y piensos y se han
relacionado con diversas enfermedades de animales y personas. La exposicion
a micotoxinas puede producir toxicidad tanto aguda como crénica, con resultados
gue van desde la muerte a efectos nocivos en los sistemas nervioso central,

cardiovascular y respiratorio y en el aparato digestivo.

Las micotoxinas pueden también ser agentes cancerigenos, mutagenos,
teratégenos e inmunodepresores. Actualmente esta muy extendida la opinion de
gue el efecto mas importante de las micotoxinas, particularmente en los paises
en desarrollo, es la capacidad de algunas micotoxinas de obstaculizar la
respuesta inmunitaria y, por consiguiente, de reducir la resistencia a

enfermedades infecciosas.

Las micotoxinas son objeto de interés mundial debido a las importantes pérdidas
econdémicas que acarrean sus efectos sobre la salud de las personas, la
productividad de los animales y el comercio nacional e internacional. Por ejemplo,
se ha calculado (Miller, comunicacion personal), que en los Estados Unidos de
América y el Canada, las pérdidas anuales debidas a los efectos de las
micotoxinas en las industrias forrajeras y ganaderas son del orden de 5 000

millones de dodlares.

En los paises en desarrollo, donde los alimentos basicos (como el maiz y el mani)

son susceptibles de contaminacion, la poblacion se vera probablemente afectada
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de forma significativa por la morbilidad y las muertes prematuras relacionadas

con las micotoxinas.

3.3 Deoxinivalenol (DON). (28

3.3.1 Caracteristicas del compuesto

En la década del 50 el akababi o envenenamiento fangico rojo (Red
moldpoisoning) se registrd en algunas areas rurales de Japén y en el sur de
Corea, permitiendo el inicio de la investigacion sobre la causa de la enfermedad.
La micotoxina responsable, Deoxinivalenol (DON), se aisl6 por primera vez por
Morooka en 1973 denominandola toxina roja (red toxin). Yoshizawa, en 1973,
dilucidé la estructura quimica y lo redenominé 4-deoxinivalenol; en el mismo afio,
Vesonder aislé el mismo compuesto como una sustancia emética presente en el
maiz contaminado con Fusarium graminearum. Esta sustancia habia causado
rechazo del alimento y vémitos en cerdos, por lo que la denominé Vomitoxina.
Entre los afios 1980 y 1982, en el noreste de EEUU y en el este de Canada se
detectd trigo altamente contaminado con DON, este hallazgo llamé la atencién

de los investigadores hacia las micotoxinas de las especies del género Fusarium.

En la misma década se detect6 un brote importante en el Valle de Cachemira
(India) por el consumo de trigo contaminado con esta micotoxina, y realizando un
estudio retrospectivo se observo que al menos 7.818 personas habian consumido
este cereal contaminado, sin que haya sido encontrada documentacion de
fallecimientos. Los tricotecenos son una familia de sesquiterpenoides, la mayoria
posee un nucleo tetraciclico con doble ligadura en el C-9,10 y un anillo epoxi en
C-12,13. Los tricotecenos estan divididos en cuatro grupos (A-B-C-D) de acuerdo
a los grupos sustituyentes funcionales. El tipo B, al cual pertenece DON, tiene

una funcion carbonilo en la posicién C-8. Ademas, posee tres grupos OH y un
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grupo ceto insaturado en posicion a, 3. Por lo tanto, el nombre quimico es 12,13-
epoxi-3a,7B,15-trihidroxi tricotec-9-ene-8-ona. Su peso molecular es de 296.3 g
mol?, y corresponde a la férmula molecular C1sH200s. EI DON cristaliza como
agujas sin color con un punto de fusién de 151-153 °C, su rotacion especifica
esta determinada como [a] 20 D: +6.35. El espectro UV no es muy caracteristico,
aunque la molécula posee una absorcion a longitud UV de 254 nm (onda corta)

debido a la funcién ceto insaturada en posicién a, B.

Deoxynivalenol (DON)

Figura N° 1 Estructura quimica de Deoxinivalenol (DON) ).

El DON es relativamente soluble en agua y altamente soluble en solventes
polares acuosos como metanol, acetonitrilo y acetato de etilo. En forma de polvo
(cristales) o en solucién es estable al aire, a la luz o a ambos. Esta micotoxina es
estable a 121 °C, por 15 min a 1 atm (autoclave) y moderadamente estable a 180
°C; se logra una completa inactivacion a 370 °C por 10 min o a 205 °C por 30

min.

Se mantiene estable bajo condiciones medianamente acidas y la inactivacion
guimica del DON se logra con una solucién de hipoclorito de sodio al 3-5%. El
DON es wuna micotoxina perteneciente a un grupo de micotoxinas
sesquiterpenoides, con actividad citotoxica, fitotoxica y antifungica, denominado
tricotecenos e incluido dentro del grupo B, estando ampliamente distribuida en

todo el mundo.
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Dentro de este grupo se encuentran otras micotoxinas como diacetoxiscirpenol
(DAS), toxina T-2 y nivalenol (NIV), que fueron las primeras sustancias en ser
estudiadas debido a que son fuertemente toxicas y provocaron cuadros graves
de toxicidad aguda. Sin embargo, en la actualidad, la micotoxina mas relevante
del grupo es el DON ya que se encuentra naturalmente en elevadas
concentraciones y/o como contaminante de una gran variedad de substratos en
el mundo. Se ha detectado principalmente como contaminante de trigo, cebada,
avena, centeno y maiz, que conforman las 2/3 partes de la produccién mundial
de cereales, y con menor frecuencia se encuentra contaminando arroz, sorgo y

triticale.

La presencia de DON esta asociada con la especie micotoxigénica Fusarium
graminearum, estado teleomorfico Gibberellazeae en las areas templadas y
humedas de cultivo (América del Norte, del Sur y China) y con, F. culmorum, en
aquellas areas donde prevalecen las condiciones ambientales frias (Finlandia,
Francia, Polonia y Paises Bajos). Las diferencias ecoldgicas podrian contribuir a
la distribucién de quimiotipos y por lo tanto a la caracterizacion regional de la
contaminacion de los granos. Estas especies son los agentes etioldgicos de la
enfermedad denominada “tizén de la espiga” o “fusariosis de la espiga de trigo”
(fusarium head blight, FHB) y de la "podredumbre de la espiga de maiz”

(gibberellaearrot).

Existe una correlacién directa entre la incidencia del FHB y la contaminacion de
trigo con DON. Asimismo, la presencia de esta enfermedad en los cultivos esta
fuertemente relacionada con la humedad existente durante el periodo de floracion
(antesis) y con la duracion del periodo de lluvias. La distribucion geogréafica de
ambos agentes etiolégicos depende de la temperatura: F. graminearum crece a
una temperatura 6ptima de 25 °C y F. culmorum crece a una temperatura optima
de 21 °C.
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3.4 TOXICOLOGIA (28

3.4.1 TOXICOCINETICA:

La absorcion, distribucion y eliminacion del DON es répida si es via oral o
parenteral, no existiendo evidencia de su acumulacion en tejidos o su transmision
a los huevos o a la leche. EI DON por una via metabdlica que involucra la pérdida
de la funcion epoxi-O (de-epoxidacion) da origen a un derivado denominado de-
epoxi-deoxinivalenol. Este metabolito predomina en heces, orina y plasma de
seres humanos y animales. También se ha detectado DON y/o sus metabolitos
en carne, leche y huevos de animales de granja en niveles bajos. Por ejemplo,
en cerdos se observo una rapida distribucion en todos los tejidos después de una
inyeccion intravenosa de DON equivalente a 1mg/kg de peso corporal; en rifiones
e higado se detectaron concentraciones de la micotoxina que correspondian con

las encontradas en orina y bilis.

La vida media fue estimada en 3.9 horas, aunque DON pudo ser detectado
después de 24 horas de administrada la micotoxina. Se ha visto que la presencia
de DON en la dieta de ratones altera la absorcion intestinal de nutrientes como
por ejemplo azucares y minerales cuando se administra la toxina en bajas dosis

y por tiempo prolongado (exposicion subcronica).

3.4.2 Toxicidad aguday subaguda. (2s)

El DON produce exclusivamente toxicidad aguda y no se acumula en el

organismo, los valores de DL 50 oral son de aproximadamente 78 a 46 mg/Kg de

peso corporal en ratones.
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Los sintomas de toxicidad aguda y subaguda de DON se caracterizan
principalmente por vomitos (en cerdos ratas y ratones), rechazo de la comida

(Sindrome Anoréxico), pérdida de peso y diarreas.

SH\ OH\
2 OH OH
Deoxynivalenol (DOMN) De-epoxy-deoxynivalencl (de-epoxy-D0ON)

Figura N° 2 Metabolismo de DON cuando es ingerida

En cerdos la dosis minima de toxina que produce vomitos o emesis es de 0.05-
0.2 mg/Kg de peso corporal, mientras que dosis de 1 — 2 mg/Kg provocan

anorexia.

En ratas y ratones dosis orales de 0,05-1 mg/Kg de peso corporal provocan
emesis y el grado de vaciamiento gastrico esta relacionado directamente con la
concentracion. El rechazo total de comida se ha observado con dosis de 1 mg/Kg

de peso corporal.

La intoxicacién con altas concentraciones de DON puede producir necrosis en
tejidos tales como los del tracto gastrointestinal, médula ésea vy tejidos linfoides.
La presencia de importantes micotoxicosis en humanos relacionadas con la
contaminacion de alimentos con DON, ha sido citada en Jap6n y en otras partes

del mundo.

En China, en 1984-1985 y en la India en 1987 se produjeron dos brotes de
micotoxicosis en seres humanos relacionados con tricotecenos. El primero, con
463 casos, fue debido al consumo de productos elaborados a partir de maiz y
trigo enmohecidos. Entre los 5 - 30 minutos después de la ingesta, los afectados
presentaron los siguientes sintomas: nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea,

malestar general y dolores de cabeza.
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El DON fue detectado en un rango de 0.34 a 98.8 mg/Kg junto con Zearalenona
en una concentraciéon de 0.004 -0.587 mg/kg. También se vieron afectados

animales de granja como cerdos y pollos.

En el segundo brote, que tuvo lugar en el valle de Cachemira (India), como
consecuencia del consumo de pan elaborado con harina de trigo enmohecido, el
43.37% de los individuos afectados sufrieron dolor abdominal, irritacion de
garganta, diarrea, rectorragia (sangre en las heces) y vémitos. El periodo de
incubacion fue de 15 a 60 minutos después del consumo. Las micotoxinas
involucradas en este brote fueron DON (0.35-8.38 mg/Kg), T-2 (0.55-0.8 mg/KQ).

3.4.3 Mecanismo de toxicidad. (g

Los tricotecenos son las sustancias naturales mas potentes conocidas que
inhiben la sintesis de las proteinas. Los tejidos méas afectados son las génadas
(division celular), los intestinos, la médula 6sea y el tejido linfoide. Poseen
toxicidad directa adjudicada a la presencia del grupo epoxi en su férmula. En los
estudios biolégicos que se han realizado no se ha detectado que sean
precursores de cancer. En general, el DON inhibe la sintesis del ADNy ARN Yy la

sintesis de proteinas a nivel ribosémico.

La micotoxina tiene un efecto hemolitico sobre los eritrocitos. En dosis agudas
puede inducir vémitos (emesis) en cerdos mientras que en bajas concentraciones
reduce el crecimiento y el consumo de alimento (anorexia). Ambos efectos,
similares a los otros tricotecenos, pueden deberse a que afectan la actividad
serotonérgica en el sistema nervioso central o por la accion periférica sobre los
receptores de serotonina. Se ha demostrado que el grupo B de tricotecenos
produce dafo fisico en las membranas celulares provocando la lisis de los
glébulos rojos por efecto de exceso de micotoxina circulante y que el metabolismo

de los tricotecenos se produce dentro de estas células. La cantidad de toxina
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para producir lisis depende de la especie animal, siendo los cerdos los mas

susceptibles.

Los tricotecenos son reconocidos por inducir desérdenes hematolégicos tales
como neutropenia, trombopenia y anemia aplasica en humanos y animales. El

DON solo produce tales efectos en dosis muy elevadas.

El DON altera el funcionamiento del sistema inmunoldgico tanto en animales
como en seres humanos. Se ha demostrado que aumenta la susceptibilidad a
patdgenos facultativos como Listeria. Se comprobd en estudios experimentales
con animales de laboratorio el aumento de Inmunoglobulina A (IgA), tanto sérica

como la de las células mesangiales, que provocan hematuria.

La enfermedad de Berger, que implica una desregulacion de IgA en seres
humanos, sdélo se ha logrado reproducir en animales experimentales a través de
la administracion de DON, ademas, tiene la capacidad de alterar transitoriamente
la expresion de citoquininas, las que son importantes para la regulacion normal

de muchas funciones inmunoldgicas.

El sindrome anoréxico en cerdos se produce por el efecto neurotéxico del DON.
Con una dosis Unica de 0.25 mg/kg, por via intravenosa, después de ocho dias,
se alterd la concentracion de los neurotransmisores en el hipotalamo, en la

corteza frontal y en el cerebelo.

La presencia de DON incrementa significativamente la concentracion de
serotonina (102-180% mas que el control) pero no produce cambios significativos

en la concentracion de noradrenalina y dopamina.

En resumen, el DON influye en el metabolismo de las aminas biogénicas en el
cerebro y podrian existir diferencias significativas intra especies. Basado en datos

de exposicion humana versus emesis, los seres humanos son probablemente
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mas sensibles a los efectos causados por DON segun lo observado en los

animales de experimentacion.

3.5 HUMEDAD. (14

3.5.1 Definicion

Cantidad de agua, vapor de agua o cualquier otro liquido que esté presente en la

superficie o el interior de un cuerpo o en el aire.

La determinacion de humedad es un paso obligado en el andlisis de alimentos.
Es la base de referencia que permite: comparar valores; convertir a valores de

humedad tipo; expresar en base seca y expresar en base tal como se recibid.

Por estas razones debe seleccionarse cuidadosamente el método a aplicar para
la determinacién de humedad en un alimento, ya que un mismo método no sirve

para todos los alimentos.

En general, los mas usados aplican un cierto grado de calor. El alimento sufre
cambios que pueden afectar el valor obtenido como humedad. Se pierden
compuestos volatiles junto con el agua, como alcohol, aceites esenciales y
materia grasa.

Cuadro N°1. METODOS MAS USADOS PARA LA DETERMINACION DE

HUMEDAD
Temperatura Aplicaciones
Método o Tiempo Limitaciones Ventajas en
Alimentos
3 horas -Destructivo -Semillas
130+1° Peso -Pérdida de oleaginosas
105+1° constante+ volatiles -Mayoria de
5mg -No aplicable alimentos
Desecacion a alimentos Répido
por estufa azucarados,
grasas o
aceites
volatiles
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Desecacion por | 60° a presion Lento Método Alimentos
estufa reducida Pérdida de Universal azucarados
volatiles Materias grasas
Alimentos con
aceites
esenciales
Variante de Facilita la Alimentos con
agregar arena determinacién | contenido graso
tanto a 105° Mayor importante
como 60° a superficie Alimentos en
presién reducida para la salida | general
de la
humedad
general
Horno Costo del Rapido Alimentos,
microonda equipo humedad alta 'y
media
Karl Fisher Costo del Rapido Alimentos de
equipo muy baja
humedad.
Alimentos
higroscopicos.
NMR Costo del Rapido Mayoria de los
equipo alimentos
necesita semillas.
calibracion
Liofilizacion Permanece No altera el Mayoria de los
agua residual producto alimentos
costo del
equipo
Determinacién Réapido. Alimentos con
con arrastre Determina alto contenido
con xilolo sélo la de materias
tolueno humedad. volatiles,
(método Dean y pimenton,
stark) cebolla,
margarina,
mantequilla,
manteca.

En el Cuadro N° 1 se encuentra un resumen de los métodos mas usados para la

determinacion de humedad en alimentos, sefialando brevemente sus ventajas,

limitaciones y aplicaciones.
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3.5.2 Humedad en el maiz (4

El grano llega a su madurez fisiologica cuando su contenido de humedad es
alrededor del 37-38 por ciento. La cosecha mecanizada se puede comenzar
cuando el grano tiene aproximadamente un 28% de humedad, no siendo
recomendable que descienda a menos del 13% Arriba 0 abajo de estos limites,
los granos se aplastan, se parten o pulverizan.

CUADRO N°2. NORMATIVA RTCA 65.05.53:10 INSUMOS AGROPECUARIOS.

REQUISITOS PARA LA PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE
SEMILLA CERTIFICADA DE GRANOS BASICOS Y SOYA s

FACTOR ESTANDAR
CAMPO
Lote o area de produccion Nuevo
Anteras extendidas 50 mm
Plantas fuera de tipo 1/1000
Diferente tipo de mazorca 1/1000
Mazorcas con diferente color o textura 1/1000

LABORATORIO

Semilla pura (minimo) 98%
Materia inerte (maxima) 2%
Semillas de maleza 0
Semillas de otros cultivos 0
Germinacion (minimo) 85%
Humedad(maximo) 13%
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3.6 INMUNOENSAYO (31

Origen Década 50 Cuantificacion de AC (anticuerpos) en pacientes diabéticos
con respuesta inmune a la insulina bovina. Se utilizé 3! para cuantificar la
cantidad de insulina marcada unida a la inmunoglobulina Luego se utilizo para la

cuantificacion de diversas hormonas 1° técnica de inmunoensayo fue RIA.

Inmunoensayo es una prueba que usa complejos de anticuerpo y antigeno como
medio para generar un resultado perceptible. Un complejo anticuerpo: antigeno
también es conocido como inmuno-complejo. “Inmuno” se refiere a una respuesta
inmunoldgica que hace que el cuerpo genere anticuerpos, y “ensayo” se refiere
a una prueba. Entonces, un inmunoensayo es una prueba que utiliza

inmunocomplejos cuando se unen los anticuerpos y los antigenos.

Los Inmunoensayos se diferencian de otros tipos de pruebas de laboratorio,
como las pruebas colorimétricas, ya que usan complejos anticuerpo: antigeno
para generar una sefial que pueda medirse. En oposicion, la mayoria de las
pruebas de rutina de quimica clinica utilizan reacciones quimicas entre el reactivo
(solucién de sustancias quimicas u otros agentes) y la muestra para generar un

resultado de la prueba.

3.6.1 CLASES DE INMUNOENSAYOS

1. Heterogéneos: Inmunoensayo que requiere la separacion del antigeno
libre y el enlazado antes de medir el antigeno marcado.
2. Homogéneos: Inmunoensayo que permite la medicion directa del antigeno

marcado sin separar el antigeno unido del antigeno libre. (22)

TECNICAS DE INMUNOENSAYO

-RIA: Radio Immune Assay
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-EMIT: Enzyme — Multiplied Immunoassay

-FPIA: Fluorescence Polarization Immunoassay
-CEDIA: Cloned Enzyme Donor Immunoassay
-KIMS: Kinetic Interaction of Microparticles In Solution

-ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay. (22

3.6.2 Ensayo Inmunoadbsorbente ligado a enzimas (ELISA). (9

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto

inmunoldgica como enzimatica.

Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una
enzima e insolubilizado sobre un soporte (Inmunoadbsorbente) la reaccion
antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada
mediante la adicién de un substrato especifico que al actuar la enzima producira
un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un

espectrofotobmetro o un colorimetro.

Los diferentes tipos de ELISA son los que se enumeran a continuacion:
ANTICUERPOS MARCADOS:

- ELISA Directo

- ELISA Indirecto

- ELISA sandwich

- Doble (DAS)

- Heterdlogo (HADAS)

ANTIGENO MARCADO
- ELISA competitivo
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3.6.3 ELISA Competitivo. (9)

Consta de las siguientes etapas:

1.

2.

3.

Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente
patbgeno a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados

deficientemente o no fijados.

Adiciébn en concentracién conocida de una mezcla de antigenos del
anticuerpo utilizado en el paso anterior, marcados con una enzima y
antigenos desconocidos objeto de estudio. Paralelamente, afadir
Gnicamente antigenos del anticuerpo usado en el paso anterior, marcados
con una enzima. Lavar para eliminar los antigenos que no hayan

reaccionado.

Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima

marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado de ambas
pruebas y comparar los resultados. Si las lecturas de ambas pruebas son
anélogas, el antigeno en estudio no tiene nada que ver con los anticuerpos
empleados para tapizar el soporte.

Si hay diferencia en las lecturas de ambos pocillos, el antigeno objeto de
estudio, esta relacionado seroldgicamente con el anticuerpo empleado
para tapizar el soporte y la diferencia de densidad Optica, es proporcional

a la concentracion del antigeno problema en la muestra.
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IV. DISENO METODOLOGICO

4.1TIPO DE ESTUDIO

4.1.1 Exploratorio: Esta investigacion es un tema que en el pais ha sido
poco estudiado, y en la ciudad en donde se realiz6 el estudio no se
reportan estudios previos, por lo que esta investigacion puede ser un

aporte a futuras investigaciones.

4.1.2 Experimental: Las muestras de maiz recolectadas se analizaron en el
laboratorio utilizando el método de inmunoadsorcion enzimatica
(ELISA) competitivo, comparando los resultados con las normativas

vigentes.

4.1.3 Transversal: Debido a que se realiz6 en un periodo especifico,
determinando valores de porcentaje de humedad y concentracién de

toxina en un periodo establecido.

4.1.4 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

Realizada a través de consultas en las siguientes bibliotecas:

— Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia Universidad de El
Salvador.

— Alberto Masferrer, Facultad de Agronomia Universidad de El Salvador

— Central Universidad de El Salvador.

— Internet
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4.1.5 INVESTIGACION DE CAMPO

- Universo: Maiz blanco variedad CENTA CS para consumo humano

comercializado en el municipio de Santa Ana

- Muestra: Maiz blanco variedad CENTA CS para el consumo humano

comercializado en los mercados “Colon” y “Central” de la ciudad de Santa Ana.

Muestreo se realiz6 tomando en cuenta la cantidad de establecimientos que
distribuyen el grano de maiz en cada mercado de la ciudad de Santa Ana. Para
el muestreo se utilizaron materiales como bolsas herméticas con ziper, una

cuchara metalica y etiquetas de identificacion.

Las muestras se tomaron aplicando el Muestreo Aleatorio simple y al azar, ya
gue no se tuvo la certeza de tener acceso total o restringido a los lugares de

almacenamiento.

Se tomaron 10 muestras de los establecimientos del mercado Col6én y 10
muestras de los establecimientos del mercado Central, obteniéndose un total de
20 muestras (1) para el analisis, se tomaron 50 g de muestra en los diferentes

establecimientos

Debido a que son pocos los establecimientos que distribuyen maiz blanco
CENTA CS se aplicoé para el muestreo el método “t-student” el cual se aplica
cuando el tamafio de la muestra es pequefio estableciendo un total de muestra

no mayor a 30.

La dispensacion de la muestra fue solicitada a cada uno de los encargados de
los establecimientos, a los cuales se les proporciono una bolsa hermética para
colocar en cada una 50 g de muestra que es pesada y luego se identificaron con

una vifieta conteniendo la informacion de cada muestra (ver anexo N°1).
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4.2 HIPOTESIS

4.2.1 Hipétesis nula

4211

42.1.2

Las muestras de maiz (Zea mays), obtenidas de los mercados del
municipio de Santa Ana contienen un porcentaje de humedad
menor comparado a la normativa el cual establece que no debe ser
mayor al 13%, lo que favorece a la contaminacién con
Deoxinivalenol (DON).

Las muestras de Maiz (Zea mays), obtenidos de los mercados del
municipio de Santa Ana no sobrepasan los limites de 0.75 ppm de
Deoxinivalenol (DON), declarados por la FAO.

4.2.2 Hipbtesis alternativa

4221

4.2.2.2

Las muestras de maiz (Zea mays), obtenidas de los mercados del
municipio de Santa Ana contienen un porcentaje de humedad
mayor comparado a la normativa el cual establece que no debe ser
mayor al 13%, lo que favorece a la contaminacién con

Deoxinivalenol (DON).

Las muestras de Maiz (Zea mays), obtenidos de los mercados del
municipio de Santa Ana sobrepasan los limites de Deoxinivalenol

(DON), declarados por la FAO siento este valor de 0.75 ppm.
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4.3 PARTE EXPERIMENTAL:

4.3.1 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA (ver anexo N°2)

1. Homogenizar 50 g de muestra

2. Triturar los 50 g de muestra con un molino eléctrico, lo mas

finamente posible para liberar la toxina que pudiese estar presente

dentro y fuera del grano

. Haciendo uso de un mesh de 45 pum tamizar las muestras

trituradas

. Tomar la cantidad necesaria para el analisis de humedad y la

determinacién de DON

4.3.2 DETERMINACION DE HUMEDAD, METODO AOAC 925.10

Calculo:

1. Pesar capsula de porcelana en balanza y anotar el peso.
. Pesar 5 g de Muestra (Maiz triturado) en balanza analitica.

. Colocar la muestra en estufa a 105 °C durante dos horas y treinta

minutos.

. Sacar muestra de la estufa y colocarla en un desecador y dejar

enfriar por treinta minutos.

. Pesar en balanza analitica.

6. Repetir procedimiento hasta obtener 0.005 g de diferencia.

A—-B
%HUMEDAD = x100
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40

A = masa inicial, en gramos de la muestra.

B = masa, en gramos del producto seco.

4.3.3 Tratamiento de muestra para determinacion de DON. (21) (ver

4.3.4

anexo N°2):

Pesar 10 g de muestra en balanza analitica triturada y tamizada.
Transferir la muestra a un Erlenmeyer de 150 ml
Adicionar 100 ml de Agua Destilada

Agitar vigorosamente durante tres minutos

ok~ 0N PE

Filtrar el extracto vertiendo al menos 5 ml a través de un filtro
Whatman N°1

6. Muestra esta lista para analisis

Cuantificacion de DON por el método de Inmunoadsorcion

Enziméatica (ELISA), Competitivo. (22

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con
una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad
tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los componentes
(antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado
sobre un soporte (Inmunoadbsorbente) la reaccion antigeno-
anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada
mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la enzima
producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante

el uso de un espectrofotometro o un colorimetro.
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Los reactivos que se utilizan para el andlisis son: el conjugado que
sirve para fijar la toxina al pocillo con revestimiento de anticuerpo, el
sustrato que activara la enzima produciendo una coloracion azul (mas
intensidad de color indica menos concentracion de toxina) y la

solucién red stop que se utiliza para detener la reaccion.

Limite de deteccion del Kit Veratox para Vomitoxina: 0.1 ppm (ver

anexo N°3)

PROCEDIMIENTO:

ok~ 0N

9.

Retirar un pocillo de mezcla marcado de rojo por cada muestra mas cuatro
pocillos para cada uno de los controles. Colocar en soporte de pocillos.
Retirar la misma cantidad de pocillos con revestimiento de anticuerpos
Agitar cada reactivo
Agregar 100 pL de conjugado a cada pocillo marcado en rojo
Agregar 100 pL de estandares y muestras a pocillos marcados en rojo
como se describe a continuacion:

0O 5 10 15 Si1 S2 ... (hasta completar el niumero de muestras a
examinar)

Mezclar el liquido de los pocillos pipeteando hacia arriba y hacia abajo tres
veces con pipeta multicanal. Transferir 100 pyL a los pocillos con
revestimiento de anticuerpo.

Mezclar los pocillos de diez a veinte segundos deslizando el soporte hacia
atras y hacia adelante, dejar reposar por 5 minutos.
Vaciar los pocillos con revestimientos de anticuerpos. Lavarlos con 300 L
de agua destilada o desionizada (repetir cinco veces).

Verter sustrato en cubeta de reactivo identificada

10. Ambientar pipeta multicanales con sustrato y luego pipetear 100 pyL y

afiadir a cada pocillo.
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11.Mezclar los pocillos de diez a veinte segundos deslizando el soporte hacia
atrés y hacia adelante, reposar por 5 minutos.
12.Verter solucion Red Stop en cubeta de reactivo identificada.

13. Ambientar pipeta multicanales con Red Stop y pipetear 100 pL, afadir a
cada pocillo, mezclar deslizando la base hacia atrds y hacia adelante.
14.Pasar una toalla o un pafio seco en el fondo de los pocillos, leer el
resultado en un lector de pocillos utilizando un filtro de 630 nm. Eliminar

burbujas de aire.

15.Realizar calculos con lector de microplacas. (ver anexo N°3)

4.3.5 ANALISIS DE DATOS

ANALISIS DE DATOS DE HUMEDAD

Del universo en estudio se analizardn 20 muestras. Seguidamente a los valores
de Humedad determinados se les aplico la prueba de hipétesis t student para una

muestra (1s)

Hipotesis nula Hy: pu <13%

Hipotesis alterna Hy: p > 13%

Se trabajo con un nivel de significancia de 0.05 para el cual si el valor P>0.05 se
aceptara la hipétesis nula.

Se debe tener en cuenta que los datos para ser analizados mediante la t student
deben cumplir con la condicion de normalidad, con un nivel de significancia de

0.05 en la cual:

Hipotesis nula Hy: Los datos siguen una distribucion normal.

Hipotesis alterna Hy: Los datos no siguen una distribucion normal.
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Si el valor de p es mayor que 0.05 entonces se aceptara la hipétesis nula y se
procede con la prueba t de student.

Posteriormente teniendo el promedio de Humedad de cada mercado se realiz6
un analisis de varianza mediante ANOVA @6). Si el valor obtenido de P<0.05 se

acepta la hipotesis nula con un nivel de significancia a = 0.05.

Hipotesis nula: Todas las medias son iguales.
Hipotesis alterna: No todas las medias son iguales
Al menos una de las medias es diferente.

En caso de que se cumpla la hipotesis alterna la informacion se agrupara
utilizando la prueba de Tukey (1) para comparaciones por parejas con un nivel de
confianza de 95%.

Todos los andlisis se realizaron en el software estadistico Minitab 18

ANALISIS DE DATOS PARA CONCENTRACION DE DON

Del universo en estudio se analizaron 20 muestras y el analisis se realizé por
duplicado, obteniéndose Iluego las estadisticas descriptivas basicas.
Seguidamente a los valores de DON determinados en cada muestra se les aplico
la prueba de hipdtesis t student para una muestra (1s), ya que se trabajé con una
muestra pequefia de la cual no se conoce la desviacion tipica poblacional
comparando la media de la poblacién estudiada con el valor del limite de DON

establecido por la FAO para maiz (Zea mays).
Hipotesis nula Hg: g < 0.75 ppm

Hipotesis alterna Hy: g > 0.75 ppm
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Se trabajé con un nivel de significancia de 0.05 para el cual si el valor P es mayor
que 0.05 se acepta la hipétesis nula.

Se debe tener en cuenta que los datos para ser analizados mediante la t de
student deben cumplir con la condicibn de normalidad (datos no atipicos),

mediante estadistico descriptivo, con un nivel de significancia de 0.05 en la cual:
Hipotesis nula Hy: Los datos siguen una distribucion normal.
Hipotesis alterna H,: Los datos no siguen una distribucion normal.

Si el valor de p es mayor que 0.05 entonces se acepta la hipotesis nula y se

procede con la prueba t de student.

Posteriormente teniendo el promedio de DON de cada mercado se realiz6 un
andlisis de varianza mediante ANOVA@u7) en la que se realiz6 una prueba de
hipétesis para conocer si las medias de las poblaciones estudiadas son iguales
ya que compara las varianzas de los mercados analizados y determina si son
parte de una poblacion que tiene caracteristicas similares o pertenecen a
diferentes poblaciones con caracteristicas diferentes. Si el valor obtenido de P es

menor a 0.05 se acepta la hipétesis nula con un nivel de significancia a = 0.05.
Hipotesis nula: Todas las medias son iguales.

Hipotesis alterna: No todas las medias son iguales

Al menos una de las medias es diferente.

En caso de que se cumpla la hipotesis alterna la informacion se agrupa utilizando
la prueba de Tukey (1) para comparaciones por parejas con un nivel de confianza
de 95%.
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El andlisis estadistico se realizé con la finalidad de obtener datos que nos
permitan analizar la relacion que tiene el porcentaje de humedad con la

concentracion de toxina presente en las muestras de maiz (Zea mays).

Todos los analisis se realizaron en el software estadistico Minitab 18 (anexo N°7)
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Se realiz6 un sondeo previo para obtener el nimero de establecimientos que

comercializan maiz, obteniendo en el Mercado Col6n cuatro establecimientos los

cuales son: Bendicién de Dios, Tienda Lizbeth, El Angel y Tiendo Carolina y del

Mercado Central tres establecimientos los cuales son: El Portal, Stper Tienda

Ledn de Juda y Los Hermanos, luego se estructurd una lista de chequeo (ver

anexo N°5) con el propésito de evaluar los parametros que permitan la

contaminacion por mohos productores de toxinas, obteniendo informacion sobre

el nivel de riesgo que pueden encontrarse (ver anexo N°5, ver anexo N°6).

Tabla N°1 PUNTAJE DE CRITERIOS EN BASE A ESCALA DE RIESGO
BAJO, MEDIO Y ALTO (3

Escala | Riesgo Criterio
Condiciones que presentan poca exposicion del maiz a factores
1 Bajo ambientales, evitando el riesgo de contaminacion por mohos
productores de toxina
Condiciones que afectan indirectamente la inocuidad del maiz que se
2 Medio comercializa y que presenta un riesgo de contaminacién con mohos
productores de toxinas
Condiciones que afectan directamente la calidad del maiz y presentan
3 Alto una alta posibilidad de contaminacién con mohos productores de

toxinas, exponiendo la salud de los consumidores.

Valores mayores a 3, corresponden a sumatorias de riesgo

Fuente: elaboracion propia en base a revision de Guia Técnica de Buenas practicas de acondicionamiento de

semillas de granos basicos; Infraestructura, y equipamiento y criterios personales en base a observacion de

establecimientos.
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5.1.1 DESCRIPCION DE PARAMETROS Y ESCALA DE RIESGO

En el pardmetro en estudio de Condiciones del Lugar, se evaluaron tres criterios

los cuales son: buen estado, regular y en mal estado.

Para el criterio de buen estado en la escala de riesgo se considera que el riesgo
es bajo (con una ponderacién de 1) ya que el local presenta condiciones de
infraestructura adecuadas tales como techo, piso y paredes en buen estado que

favorece al buen almacenamiento del maiz.

Para el criterio de regular, en la escala de riesgo se considera un riesgo medio
(con una ponderacion de 2) debido a que el local puede presentar condiciones
de infraestructura poco deterioradas, pero no afecta la calidad del maiz durante

su almacenamiento.

El criterio mal estado, en la escala de riesgo se considera un riesgo alto (con una
puntuacion de 3) ya que las condiciones de infraestructura del local no cumplen
con los requisitos minimos para el almacenamiento del maiz, tales como
condiciones del techo, piso y paredes totalmente deteriorado que faciliten la

contaminacion del cereal con mohos productores de toxinas.

Para el parametro de Almacenamiento de Maiz, se evaluaron tres criterios los
cuales son: Saco de Nailon, Saco de Mezcal y en Contenedores (estos podrian

ser ya sea de metal, madera o de plastico).

Para el criterio de Saco de nailon, en la escala de riesgo se considera como un
riesgo bajo (con una puntuacion de 1) ya que por el material del cual esta
fabricado el saco la exposicion a la humedad es minima por lo que la probabilidad
de contaminacién de mohos por aumento de la humedad en el cereal almacenado

disminuye.

Para el criterio de almacenado en contenedores de madera, este se considera

un riesgo medio (con una puntuacion de 2) ya que se expone a factores
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ambientales tales como particulas de polvo, humedad del ambiente que pueden
ser causa de deterioro y contaminacion del maiz si se almacena por un tiempo

prolongado.

El criterio de almacenado en saco de mezcal, se considera un riesgo alto (con
una puntuaciéon de 3) ya que por el material que esta hecho favorece a la
acumulacion de humedad aumentando la probabilidad de crecimiento de mohos

productores de toxina en el maiz almacenado.

En cuanto al pardmetro de Lugar de Almacenamiento, se evaluaron tres criterios

los cuales son:

Almacenado en Bodega, que se considera como el de riesgo bajo (con una
ponderacion de 1) ya que se encuentra aislado, en condiciones adecuadas de
iluminacion, temperatura y humedad apropiados para el almacenamiento del

maiz

Almacenado en pasillos se considera como el de riesgo medio (con una
ponderacion de 2) ya que se puede ver afectado por distintos factores que
puedan afectar de manera indirecta la calidad y la inocuidad del cereal

almacenado

Almacenado cerca de la Calle presenta el riesgo alto (con una ponderacién de 3)
ya que se ve expuesto a factores ambientales de manera directa tales como
polvo, humedad, temperaturas contaminantes ambientales, manipulacién
inadecuada que pueden favorecer al crecimiento de mohos productores de toxina

en maiz.

El Ultimo parametro evaluado fue el de Tipo de acondicionamiento, en el cual se

evaluaron tres criterios los cuales son:

Acondicionado en tarima que representa un riesgo bajo (con una ponderacion de

1) ya que cumple con las especificaciones de almacenamiento al no estar en
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contacto directo con el suelo evitado asi que el cereal absorba humedad vy

mantenga las caracteristicas de calidad e inocuidad.

Estibados se considera un riesgo medio (con una ponderacion de 2) ya que el

estar uno sobre otro por un tiempo prolongado puede favorecer al aumento de la

humedad y podria verse afectada la calidad del cereal por contaminacion.

Acondicionado en el suelo se considera como riesgo alto (con una ponderacion

de 3) debido al contacto directo con una superficie que favorece el aumento de

la humedad, incrementando potencialmente la probabilidad de contaminacién del

maiz por mohos productores de toxinas.

5.

Escala de Riresgo

1.2 CONDICIONES DE LOCAL

Condiciones de local

2.5

2
1.5

1
) I I

0

BENDICION TIENDA EL ANGEL TIENDA EL PORTAL SUPER LOS
DE DIOS LIZBETH CAROLINA TIENDA  HERMANOS
LEON DE
JUDA

Establecimientos

Figura N°3 Representacion grafica de Condiciones de Local por
Establecimiento

Los establecimientos que comercializan maiz necesitan cumplir condiciones de

infraestructura que garantice la calidad durante el periodo de almacenamiento del

maiz que se comercializa. De los establecimientos del Mercado Colon, tienda
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Lizbeth, el Angel, tienda Carolina presentan condiciones de local en buen estado,
propicio para el almacenamiento de maiz, mientras que el establecimiento
Bendicion de Dios presenta condiciones como suelo deteriorado, acumulacién de
agua cerca del maiz almacenado favoreciendo potencialmente la contaminacién

con hongos productores de micotoxinas.

De los establecimientos del Mercado Central, el Portal, Stuper Tienda Ledn de
Jud4, cuentan con infraestructura adecuada para para almacenamiento, mientras
gue el establecimiento los Hermanos presente condiciones del piso deteriorado
gue permite el acumulo de polvo e insectos que puedan conllevar a la

contaminacion del maiz almacenado.

5.1.3 ALMACENAMIENTO DE MAIZ

Almacenamiento de Maiz
2.5

2
15
0. I I

BENDICION  TIENDA  ELANGEL TIENDA  ELPORTAL  SUPER

DE DIOS LIZBETH CAROLINA TIENDA HERMANOS
LEON DE

JUDA

Escala de Riesgo
-

v

o

Establecimientos

Figura N°4 Representacion grafica de Almacenamiento de Maiz por
Establecimiento

La infeccion por hongos y la formacion de micotoxinas puede ocurrir en el campo,

asi como durante el almacenamiento, se observd durante la recolecciéon de
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muestras los diversos contenedores donde se almacena el maiz que se
comercializa en los establecimientos del Mercado Colon y el Mercado Central del

Municipio de Santa Ana.

De los establecimientos del Mercado Colon, Bendicion de Dios, tienda Lizbeth, el
Angel, almacenan el maiz en sacos de nailon, siendo el recipiente de nailon el
contenedor mas apropiado debido a la poca exposicion que este permite,
disminuyendo la probabilidad de contaminacion de maiz ocasionado por factores
ambientales, mientras que en la tienda Carolina se almacena en un contenedor
de madera abierto teniendo altas probabilidades de contaminacion por hongos

productores de toxinas.

De los establecimientos del Mercado Central, el Portal, Super tienda Ledén de
Juda, los Hermanos, se observo que el maiz se almacena en sacos de nailon por
lo que su probabilidad de contaminacién por hongos ocasionado por factores

ambientales es baja.

5.1.4 LUGAR DE ALMACENAMIENTO

Tabla N°2 PUNTAJE DE RIESGO PARA CRITERIO DE LUGAR DE
ALMACENAMIENTOPOR ESTABLECIMIENTO

ESCALA DE RIESGOS

Establecimiento Lugar de almacenamiento

Bendicion De Dios
Tienda Lizbeth

El Angel

Tienda Carolina
El Portal

N N W~ W Ol

Saper Tienda Ledn De Juda
Los Hermanos. 2

Valores mayores a 3, corresponden a sumatorias de riesgo de cada
parametro.
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Lugar de Almacenamiento

Bendicion Tienda El Angel Tienda El Portal Suaper
De Dios Lizbeth Carolina Tienda Ledn Hermanos.
De Juda

Puntaje de Riesgo
|l N w £ (6} (e}

o

Establecimientos

Figura N°5 Gréfica de Riesgo de Lugar de Almacenamiento por
Establecimiento

En la figura N°3 representacion grafica del puntaje de riesgo de los

establecimientos, a partir de esto obtenemos:

Bendicion de Dios: es el establecimiento que presenta un mayor puntaje de
riesgo, este se obtiene de la sumatoria de dos parametros, los cuales son
almacenamiento cerca de la calle (con un puntaje de tres) y almacenamiento en
pasillo (con un puntaje de dos), por lo que el riesgo de contaminacion del maiz

€S mayor ya que se encuentra expuesto a factores ambientales.

Tienda El Angel: presenta un puntaje de riesgo con un valor de cuatro, esto
debido también a la sumatoria de dos parametros, los cuales son
almacenamiento en bodega (con un puntaje de uno) y almacenamiento cerca de
la calle (con un puntaje de tres), aunque el maiz es almacenado en bodega,
siempre se ve expuesto a contaminacion cuando este es colocado cerca de la

calle para su comercializacion.
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Tienda Lizbeth: presenta un puntaje de riesgo de tres, por ser la sumatoria de
dos parametros, los cuales son almacenado en pasillos (con un puntaje de dos)
y almacenado en bodega (con un puntaje de uno), el riesgo de contaminacién por

factores ambientales es menor que en el caso de los establecimientos anteriores.

Tienda Carolina: presenta un puntaje de riesgo de tres, solo es el puntaje de un
parametro el cual es almacenado cerca de la calle (puntaje de tres), se considera
el pardmetro de mayor riesgo en este criterio, ya que es en el cual el maiz se
encuentra expuesto a mas factores ambientales que podrian influir en su

contaminacion, ya que la temperatura varia y la humedad relativa también.

El Portal, Super Tienda Ledén de Judd y Los Hermanos: estos tres
establecimientos presentan un puntaje de riesgo de tres, es el puntaje del
parametro almacenado en pasillos (puntaje de tres), considerado un riesgo

intermedio.

5.1.5 TIPO DE ACONDICIONAMIENTO

Tabla N°3 PUNTAJE DE RIESGO PARA CRITERIO DE MODO DE
ALMACENAMIENTO

ESCALA DE RIESGOS
Establecimiento Tipo de Acondicionamiento

Bendicion De Dios
Tienda Lizbeth

El Angel

Tienda Carolina

El Portal

W 0w o o1 O,

Super Tienda Leén De Juda
Los Hermanos. 3

Valores mayores a 3, corresponden a sumatorias de riesgo de cada
parametro.
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Tipo de Acondicionamiento

Puntaje de Riesgo
N w £ (&3] (e}

o -

Bendicion Tienda ElAngel Tienda ElPortal  Super Los
De Dios  Lizbeth Carolina Tienda Hermanos.
Ledn De
Juda

Establecimientos

Figura N°6 Grafica de Riesgo de Tipo de Acondicionamiento por
Establecimiento

En la figura N°6 representacion gréafica de puntaje de riesgo del criterio Tipo de

Acondicionamiento, obtenemos:

Bendicion de Dios, Tienda Lizbeth, El Angel y El portal: presentan un puntaje
de cinco, el cual se debe a una sumatoria de dos parametros los cuales son
Estibado (puntaje de dos) y en el Suelo (puntaje de tres), son los establecimientos
gue presentan un mayor puntaje de riesgo debido a que estos parametros son
los que se consideran en un riesgo intermedio (estibado) ya que al estar un saco
sobre otro, puede aumentar la humedad entre ellos y riesgo alto (suelo), ya que
al estar en contacto con este la humedad aumenta, y la contaminacién por otros
agentes puede ser mayor, ya sea por roedores o insectos. El establecimiento
Bendicién de Dios, presenta mayor riesgo ya que el suelo esta deteriorado y con

fuga de agua.

Tienda Carolina, Super Tienda Leon de Juda y Los Hermanos: presentan un
puntaje de tres, el cual es debido al parametro de Acondicionado en el Suelo, en

los tres establecimientos presentan el criterio de mayor puntaje, lo cual podria
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favorecer al crecimiento de mohos, ya que al estar en contacto con el suelo la

humedad puede ser mayor en el fondo del saco.

5.1.6 RIESGOS TOTALES
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Figura N°7 Representacion de Riesgos totales por establecimiento

La figura N°7 es la representacion grafica de los riesgos totales para cada uno
de los establecimientos, estos riesgos totales son las sumatorias de cada uno de
los riesgos de los pardmetros que se establecieron en la lista de chequeo. A partir
de esto obtenemos que el establecimiento Bendicion de Dios, es el que presenta

mayor riesgo de contaminacion ya que su suelo es deteriorado,

presenta acumulacion de agua, el maiz se encuentra cerca de la calle y en el
suelo todo esto hace que su puntaje sea mayor, por su parte el establecimiento
Super Tienda Ledn de Juda es el que representa el menor puntaje en la escala
de riesgo total, por lo cual es el establecimiento con las mejores condiciones de

comercializacion del maiz.
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Se puede determinar que, haciendo una comparacion entre mercados, los
establecimientos del mercado Colén son los que presentan un mayor puntaje de
escala de riesgos totales en comparacion a los establecimientos del mercado

Central.

5.2DETERMINACION DE HUMEDAD

Tabla N° 4: CONTENIDO DE HUMEDAD EN MUESTRAS ANALIZADAS POR

MERCADO
peso peso
crisol+ peso de muestra

Mercado |Muestra | Peso crisol muestra muestra seca %HUMEDAD
MCO001 38.3855 42.808 5.0027 4.4225 11.5977372

MCO002 38.0287 42.4509 5.008 4.4222 11.6972843

MCO003 38.364 42.8103 5.0444 4.4463 11.8567124

MCO004 38.6528 43.0848 5.0252 4.432 11.8045053

Colon MCO005 37.9018 42.3138 5.0144 4.412 12.0134014
MCO006 40.7063 45.0946 5.0368 4.4225 12.1962357

MCO007 40.2868 44.7574 5.0775 4.4706 11.9527326

MCO008 38.6463 43.036 5.0465 4.3897 13.0149609

MCO009 39.845 44.2207 5.0089 4.3757 12.6414981

MCO010 38.618 43.027 5.0577 4.409 12.8259881

MCEOO01 36.1321 40.63 5.062 4.4979 11.1438167

MCEO002 40.2604 44.7401 5.0494 4.4797 11.2825286

MCEO003 40.7748 45.2072 5.0175 4.4324 11.6611858

MCEO004 40.1262 44.599 5.0565 4.4728 11.5435578

Central MCEO05 21.9422 26.396 5.0557 4.4538 11.9053741
MCEO06 27.1802 31.6718 5.0487 4.4916 11.0345237

MCEOOQ7 43.4205 47.9325 5.0444 4512 10.554278

MCEO08 46.9474 51.4384 5.0481 4.491 11.0358353

MCEO009 43.8536 48.3479 5.0433 4.4943 10.8857296

MCEO010 59.6378 64.0804 5.016 4.4426 11.4314195

Limite méaximo de humedad= 13%
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En la tabla N°4, se presentan los resultados de la determinacion de humedad de
cada una de las muestras recolectadas de los mercados y se observa que la
mayoria de muestras analizadas se encuentran entre los valores del 10% al 12%
y estos valores estan por debajo del limite establecido por el RTCA que es de
13%, a excepcion de una muestra del mercado coldn codificada como MCO008, la
cual presenta un porcentaje de humedad de 13.01 % el cual se considera un valor
aceptable ya que no es un valor que no varia significativamente del valor
establecido por el RTCA 65.05.53:10 INSUMOS AGROPECUARIOS.
REQUISITOS PARA LA PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE SEMILLA
CERTIFICADA DE GRANOS BASICOS Y SOJA.

%HUMEDAD VS MUESTRAS
13.50 -

13.00 -
12.50 -

12.00 -

% de Humedad

Muestras

Figura N°8 Gréfica de dispersion de %humedad vs muestras

Se observa en la figura N°8, que los valores de humedad de las muestras oscilan
entre el 10% al 12% siendo la muestra MCO008 la Unica que presenta un valor del

13%, que presenta mayor probabilidad de contaminacién, y valores de humedad
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del 10% podrian ser mas susceptibles a dafios fisicos (porosidad del grano) como
las muestras MCEOO7 y MCEOQ9 al ser comparadas con el limite establecido por
el RTCA del 13%.

Se aplico el analisis estadistico para comparar contra una muestra, el porcentaje
de humedad presente aplicando t student, donde se plantearon las siguientes

hipotesis:

Hipotesis nula Heg: Todas las muestras de maiz (Zea mays), obtenidas de
los mercados del municipio de Santa Ana contienen un porcentaje de

humedad menor comparado a la normativa.

Hipotesis alterna Hy: Las muestras de maiz (Zea mays), obtenidos de los
mercados del municipio de Santa Ana contienen un porcentaje de
humedad mayor comparado a la normativa, lo que favorece la
contaminacion con Deoxinivalenol (DON).

Nivel de confianza: 95%

o 0.05(5%)

PRUEBA T DE UNA MUESTRA: %HUMEDAD

Tabla N°5 ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS DE %HUMEDAD

20| 11.704 0.642 0.143 11.456

u: media de %Humedad
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Prueba
Hipotesis nula Ho: p =13 Valor T Valorp
Hipotesis alterna Hy: p > 13 -9.03  1.000

Como el valor de p es mayor a 0.05 se acepta la hipétesis nula, reconociendo
gue todas las muestras de maiz (Zea mays), obtenidas de los mercados del
municipio de Santa Ana contienen un porcentaje de humedad menor comparado

a la normativa.

Se aplicé el analisis estadistico mediante el método ANOVA para poder
comprobar la existencia o no de diferencia significativa entre cada uno de los

mercados, en donde se plantean las siguientes hipotesis.

Hipotesis nula: Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna: No todas las medias son iguales

Nivel de confianza: 95%
a: 0.05 (5%)

Andlisis de Varianza (ver anexo N°8)

%Humedad 1.000

El valor de P es mayor a 0.05 por lo tanto se acepta la hipétesis nula,
reconociendo que las medias son iguales y no existe una diferencia significativa
entre ellas, lo que significa que no se cuenta con suficiente evidencia para

rechazar la hipotesis de que las medias del Mercado Colén y Mercado Central
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son iguales. Por lo tanto, no se procede a su andlisis mediante la prueba de

Tukey.
5.3 DETERMINACION DE DON EN PPM

Tabla N° 6 Resultados en ppm de DON en maiz comercializado en los

mercados Colon y Central

MCO001 0.1 MCEO001 0
MCO001.1 0.1 MCEO001.1 0
MC002 0.1 MCEO002 0.1
MCO002.1 0.1 MCEO002.1 0.1
MCO003 0.1 MCEOQ03 0.1
MC003.1 0.1 MCEO003.1 0.1
MCO004 0.1 MCEOQ04 0.1
MCO004.1 0.1 MCEO004.1 0.1
MCO005 0.1 MCEO05 0.1
SEILEN MCO005.1 0.1 - MCEOQ005.1 0.1
MCO006 0.1 MCEO06 0.1
MCO006.1 0.1 MCEO006.1 0.1
MCO007 0.1 MCEOQO07
MCO007.1 0.1 MCEO007.1 0
MCO008 0.1 MCEOQ08 0.1
MCO008.1 0.1 MCEO008.1 0.1
MCO009 0.1 MCEO009 0.1
MCO009.1 0.1 MCEO009.1 0.1
MCO010 0.1 MCEO010 0.1
MCO010.1 0.1 MCEO010.1 0.1

En la tabla N°6, se observan los resultados de DON en ppm obtenidos en cada
lectura de las muestras analizadas y su respectiva replica de los cuales ninguno

sobrepasa los limites de tolerancia establecidos por FAO que es de 0.75 ppm
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para dicho contaminante en granos de maiz para consumo humano, siendo el
valor més alto obtenido en el analisis 0.1 ppm, en la mayoria de muestras de
ambos mercados y el valor mas bajo de 0 ppm en 2 muestras del mercado Central
las cuales son MCEOO1 y MCEOOQ7, debido a que el limite de deteccion es de 0.1
ppm no se puede asegurar que el valor obtenido en dichas muestras sea de 0.0
ya que pudiesen tenerse valores menores a 0.1 que no pudieron ser detectados

y/o cuantificados por el equipo.

PPM VS MUESTRAS
0.12

YTy

0.08

E 0.06 -
o

0.04

0.02 -

—
—

MCo001
MCO001.1
MC002
MC002.1
MC003
MC003.1
MCO004
MC004.1
MCO005
MCO005.1
MCO006
MC006.1
MCO007
MC007.1
MCO008
MC008.1
MC009
MC009.1
MCO010
MCO010.1
MCEO001
MCEO001.1
MCEO002
MCE002.1
MCEO003
MCEO003.1
MCEO004
MCEO004.1
MCEO005
MCEO005.1
MCEO006
MCEO006.1
MCEO007
MCEO007.1
MCEO008
MCEO008.1
MCEO009
MCEO009.1
MCEO010
MCEO010.1

Muestras

Figura N°9 Grafica de Concentracion de DON ppm vs muestras

En la figura N°9 se puede observar los valores obtenido en ppm de DON en cada
una de las muestras, donde se muestra una tendencia del valor de 0.1 ppm para
la mayoria de las muestras donde solo dos muestras presentaron resultados de

0 ppm.
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Se aplicé el andlisis estadistico para comparar contra una muestra la
concentracion de toxina DON presente en las muestras aplicando t student,

donde se plantean las siguientes hipétesis:

Hipotesis nula Hy: Las muestras de Maiz (Zea mays), obtenidos de los
mercados del municipio de Santa Ana no presentan contaminacion por la

micotoxina Deoxinivalenol (DON).

Hipotesis alterna Hy: Todas las muestras de maiz (Zea mays), obtenidas
de los mercados del municipio de Santa Ana sobrepasan los limites de
Deoxinivalenol (DON), declarados en la normativa

Nivel de confianza: 95%

o 0.05(5%)

PRUEBA T DE UNA MUESTRA: PPM

Tabla N°7 ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS DE CONCENTRACION DE DON
EN PPM

40 | 0.09000 | 0.03038 0.00480 0.08191

u: media de ppm

Prueba

Hipotesis nula Ho: g = 0.75ppm Valor p

Hipotesis alterna H;: p > 0.75ppm 1.000
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Como el valor de p es mayor a 0.05, se admite la hipotesis nula, aceptando que
las muestras de Maiz (Zea mays), obtenidos de los mercados del municipio de

Santa Ana no presentan contaminacion por la micotoxina Deoxinivalenol (DON).

Se aplico el analisis estadistico mediante el método ANOVA para poder
comprobar la existencia o no de diferencia significativa entre cada uno de los

mercados, en donde se plantean las siguientes hipétesis.

Hipotesis nula: Todas las medias son iguales

Hipodtesis alterna: No todas las medias son iguales

Nivel de confianza: 95%
a: 0.05 (5%)

Andlisis de Varianza (ver anexo N°8)

Fuente Valor p
Concentracion 0.016

De toxina (ppm)

El valor de P es menor a 0.05 por lo tanto se admite la hipotesis alterna,
aceptando que las medias no son iguales y existe una diferencia significativa

entre ellas.

Método de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%



Tabla N°8 RESULTADOS PRUEBA DE TUCKEY

MC 20 0.1000 A
CE 20 0.07500 B
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Las medias que no comparten una letra en la agrupacion, son significativamente

diferentes, en la tabla N°8 se observa que las medias del Mercado Colon y

Mercado Central del Municipio de Santa Ana tiene una diferencia significativa al

no compartir una misma letra, lo que significa que se tiene la suficiente evidencia

para confirmar esto, debido a que en el mercado central hay dos muestras las

cuales su concentracion fue de 0 ppm.

5.4 RELACION ENTRE PORCENTAJE DE HUMEDAD Y
CONCENTRACION DE TOXINA

Grafico de %Humedad, Concentracién de toxina vs

Muestras
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Figura N°10 Relacién entre el Porcentaje de humedad y Concentracion de

toxina.
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En la figura N°10 se observa la relacion entre el porcentaje de humedad obtenido
en cada muestra con los valores de DON en ppm, donde la muestra MC008
presenta un valor de Porcentaje de Humedad de 13% y una concentracion de 0.1
ppm de DON, y la muestra MCEOOQ7 presenta un valor de Porcentaje de Humedad
de 10% y una concentracion de 0 ppm de DON por lo que se observa que la
relacion entre el porcentaje de humedad y la concentracion de toxina es
directamente proporcional, ya que a mayor humedad mayor concentracion de

toxina y a menor humedad en la muestra, menor concentracion de toxina.

5.5 ANALISIS DE CONSUMO DIARIO PROMEDIO DE TOXINA POR UN
SALVADORENO

En base a los resultados obtenidos en el estudio, se considera necesario conocer
la ingesta diaria de toxina de un salvadorefio, comparandola con la Ingesta Diaria
Tolerable (TDI por sus siglas en inglés) establecida por el JEFCA (Comité Mixto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios).

Ejemplo para el célculo de la ingesta diaria de toxina de un salvadorefio se

procedio a:

Se tomaron al azar 10 g de muestra triturada, los que se disolvieron en un
volumen de 100 mL de agua destilada, obteniendo una concentracion de 0.1

g/mL.

De esta solucién se tomd una alicuota de 100 pL a los que se les realizé el
tratamiento para cuantificacion de DON por el Método ELISA Competitivo (ver
anexo N°3) obteniendo una lectura de 0.1 ppm de toxina en la muestra.
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Esquema de dilucién para lectura del analisis

10g ——» 100 mL [0.1g/mL]

l

100 pL— lectura = [0.1ppm] de toxina en 0.01 g de muestra

Cantidad de muestra es de 0.01 g=1x10 kg

5.5.1 Cantidad de toxina presente en alicuota tomada:

Si la concentracion es de 0.1 ppm esto equivale a tener 0.1 mg/Kg, entonces
deseamos saber la cantidad de miligramos contenidos en nuestra muestra de

lectura y se procede a:

(kg de muestra)*(mg de toxina en peso muestra)
(1 kg)

(0.00001 kg)*(0.1mg)
(1kg)

mg de toxina en muestra=

mg de toxina en muestra=

mg de toxina en muestra=0.000001 mg

5.5.2 Cantidad de toxina presente en muestra:

Tomando en cuenta esto, se desea saber cuantos mg de toxina se encuentran

en los 10 g de muestra que se recolectaron para el analisis, entonces:

(g de muestra)*(mg de toxina en peso muestra)
(mg peso muestra)

mg de toxina en muestra=

(10 g)*(0.000001 mg)

mg de toxina en muestra= 0.019)
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mg de toxina en muestra=0.001

5.5.3 Cantidad de toxina presente en cantidad promedio de consumo

de maiz por un salvadorefio

De acuerdo al Instituto de Nutricibn de Centro América y Panama en el estudio
de andlisis de la situacion alimentaria en El Salvador, se plantea que un
salvadorefio come en promedio 200 g de maiz al dia @s), Si se calcula la cantidad

de toxina que se consume diariamente se obtiene:

(g de maiz consumido)*(mg de toxina en muestra)
(g de muestra)

mg de toxina consumida=

(200 g)*(0.001 mg)

mg de toxina en muestra=
9 (109

mg de toxina en muestra=0.0200 mg=20.0 ug

5.5.4 Ingesta Diaria Tolerable (TDI) para un salvadorefio

El TDI Establecido es de 1ug/Kg de peso corporal, entonces calculando para el

peso promedio de un salvadorefio (80 Kg) se obtiene:

_20.0 pg _

Se obtiene que el consumo de pg/kg de toxina de la poblacion salvadorefa esta
por debajo de lo establecido por JEFCA (Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios) que es de 1ug/Kg, lo cual indica que el consumo promedio

diario de DON, no representa un riesgo a la salud de la poblacion.
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VI. CONCLUSIONES

. De los establecimientos del mercado Colon y el mercado Central del municipio
de Santa Ana, de los cuales se tomaron muestras, todos presentaron
condiciones de almacenamiento inadecuadas tales como condiciones del
local en mal estado, almacenamiento en sacos abiertos expuestos al

ambiente, cerca de la calle, estibados en el suelo y a temperaturas elevadas.

. Ninguna de las muestras analizadas del Mercado Colon y Mercado Central
del municipio de Santa Ana presentd valores de DON superiores al limite

establecido por la FAO (Food and Agriculture Organization) que es de 0.75
ppm.

. En el analisis de porcentaje de humedad determinado fue menor al 13% en
un 95% de las muestras recolectadas, lo cual no favorece la proliferacion de

micotoxinas.

. En el 90% de las muestras analizadas se detecto la presencia de DON, ya

que el limite de deteccion es de 0.1ppm

. Enun 10% de muestras no se detectd la presencia de DON, sin embargo, no
se puede aseverar que esta no se encuentre presente ya que no se pudo

cuantificar, debido a que el limite de cuantificacién del método es de 0.5 ppm
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VIl. RECOMENDACIONES

Al Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) que elabore reglamentos que
establezcan los limites de tolerancia maximos permisibles para micotoxinas
en granos de maiz y en otros cereales para consumo humano en el paisy a

su vez que velen por el fiel cumplimiento de los mismos.

Al Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) que realice un monitoreo
continuo de las condiciones de almacenamiento del maiz para consumo

humano comercializado en los mercados de nuestro pais.

Al Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) establezca investigaciones
futuras para establecer la prevalencia o no de micotoxinas en los granos y asi

evitar posibles intoxicaciones.

A los establecimientos que distribuyen maiz en el mercado Central y mercado
Coldn, verifiquen las condiciones de temperatura y porcentaje de humedad
relativa en las cuales se almacena y comercializa el maiz, para evitar posibles

contaminaciones con hongos.

Al Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y Ministerio de Salud
(MINSAL), que desarrollen proyectos enfocados a la concientizacion de los
agricultores sobre los riesgos que conlleva la contaminacién de los cereales

con micotoxinas y la importancia de su monitoreo.

A futuros investigadores, realizar la determinacion de DON con un numero
mayor de muestras, triturando el maiz y utilizando un método mas sensible
gue posea un rango mayor de deteccion como lo podria ser HPLC ya que es

capaz de detectar trazas; comparandolo con otros métodos de deteccion.
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GLOSARIO

CAMBIO CLIMATICO: se define como la variacion en el estado del sistema
climatico, durante periodos de tiempo suficientemente largos hasta alcanzar un

nuevo equilibrio. (15)

DEOXINIVALENOL(DON):es un tricoteceno tipo B, un epoxi-sesquiterpenoide.
Esta micotoxina ocurre predominantemente en granos y lo forman los hongos del

género Fusarium. ()

ELISA: es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se
detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un

producto detectable, como cambio de color. (9

FUSARIUM: es un extenso género de hongos filamentosos ampliamente
distribuido en el suelo y en asociacion con plantas. Las principales toxinas
producidas por estas especies de Fusarium son fumonisinas, tricotecenos y

zearalenona. (2s)

MICOTOXINA: son compuestos téxicos producidos de forma natural por algunos

tipos de mohos. (28

RIESGO: es la probabilidad que suceda algun tipo de dafo frente a una situacién
peligrosa. (20

TRICOTECENO: micotoxina producida por especies de Fusarium, Myrothecium,
Trichoderma,  Trichothecium, Cephalosporium, Verticimonosporium vy
Stachybotrys. (28
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ANEXO N°1

MUESTRA N°:

MERCADO:

ESTABLECIMIENTO:

FECHA:

Figura N° 9 Etiqueta de identificacion de muestra



ANEXO N° 2

PREPACION DE MUESTRA

Preparacion Triturar 50 g de

para analisis muestra y
de DON homogenizar humedad

Analisis de

Pesar 10 g de
muestra
triturada

Pesar 5 g de
muestra triturada
en un crisol
previamente
tarado

-Transferir a un
Erlenmeyer de
150 mL
-Adicionar 100
mL de agua.
-Agitar 3 min
-filtrar en papel
Whatman N° 1

-Colocar la muestra
en estufa a 105°C
por 2 h'y 30 min
-Colocar en
desecador por 30
min
-pesar muestra
-Anotar el resultado

Muestra lista para el analisis de DON
por el método ELISA

Figura N° 10 Esquema de tratamiento de la muestra para determinacioén
de Deoxinivalenol



ANEXO N° 3
DETERMINACION DE DEOXINIVALENOL POR EL METODO ELISA
COMPETITIVO



Retirar un pocillo marcado en
rojo para cada muestra y colocar
en soporte para pocillos

Agregar 100 pL de
conjugado a cada pocillo
marcado en rojo

Mezclar el liquido de los pocillos
pipeteando hacia arriba y hacia abajo tres
veces con pipeta multicanal. Transferir 100
pL a los pocillos con revestimiento de
anticuerpo

Vaciar los pocillos con
revestimientos de
anticuerpos. Lavarlos con 300
pL de agua destilada o
desionizada (repetir cinco
veces)

Agregar 100 pL de
estandares y muestras a
pocillos marcados en
rojo

Figura N°11 Esquema de determinacién de DON mediante Método

ELISA competitivo



Pipetear 100 pL de sustrato
y afiadir a cada pocillo

Pasar una toalla o un pafio seco en
el fondo de los pocillos

Mezclar los pocillos de diez a
veinte segundos deslizando el
soporte hacia atras y hacia
adelante, reposar por cinco
minutos

Pipetear 100 pL de solucion red stop,
afiadir a cada pocilo y mezclar
deslizando la base hacia atras y hacia
adelante

Leer el resultado en un
lector de pocillos
utilizando un filtro de
630 nm. Eliminar las
burbujas de aire.

Realizar célculos con
lector de microplacas.

Figura N°11 Continuacién.



ANEXO N°4

MINITAB 18



MINITAB 18 (9

Herramienta estadistica de facil manejo, muy enfocada al andlisis de datos y
mejora de productos y servicios para implementar proyectos de control de calidad

y Six Sigma (seis sigmas).

Minitab ofrece herramientas precisas y faciles de usar para aplicaciones

estadisticas generales y muy especialmente para control de calidad.

Minitab Statistical Software es el Unico paquete que ofrece todos los métodos

estadisticos adecuados:
-Estadistica basica y avanzada
-Regresion y ANOVA
-SPC
-DOE - Disefio de experimentos
-Gage R&R
-Minitab Analisis de fiabilidad
-Tamano de muestra y capacidad
-Series temporales y prediccion
-Potente importacion, exportacion y manipulacién de datos

-Lenguaje de macros.



igH@ L BlaciT 3N 00 iSBR0ABNBIEELIBiAIn- LY L2
i I3l g Lo X2 S XA g TR0 ot

Ventana Sesion

Biaavealds & Miateik, preatene PL iR SbtenE UL,

V2]
i

Hoja de trabajo ! [elolaloloe] ) T [ ou | @ | b | |
iy~ i I i B A
- Filas T —— '
- Celdas 4

[0 |

1 |

£ O N O O [ s
Project Manager\ 1 T O N O A O O ) O

| W | | | | | | | | ! ! ! ! | ! ! | | | 1 i

iﬁ i)

FIGURA N°12 Pantalla de inicio Minitab 18



ANEXO N°5

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICAY FARMACIA

LISTA DE CHEQUEO PARA DETERMINAR LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO DEL MAIZ

LISTA DE CHEQUEO

NOMBRE DEL ACCESOTOTAL (O
ESTABLECIMIENTO ACCESO LIMITADO
MERCADO
CARACTERISTICAS:
BUENO o
CONDICIONES DEL | REGULAR O
LOCAL MAL ESTADO O
CARACTERISTICAS:
ALMACENAMIENTO | SACO DE MEZCAL ()
DEL MAIZ SACO DE NAILON ()
CONTENEDORES (]
CARACTERISTICAS:
LUGAR DE BODEGA ()
ALMACENAMIENTO | CERCADELACALLE O
PASILLOS O
CARACTERISTICAS:
MODO DE ESTIBADO ()
ALMACENAMIENTO | TARIMA ()
EN EL SUELO (]
ESPECIFICACION:

HUMEDAD
RELATIVA

TEMPERATURA

Humedad relativa (HR) inferior a 70%
250C de temperatura ambiente

FIGURA N°13 FORMATO DE LISTA DE CHEQUEO PARA IDENTIFICAR
RIESGOS




ANEXO N°6
CUADRO N°3 RESULTADOS DE LISTA DE CHEQUEO PARA LA
VERIFICACION DE CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO
DE MAIZ EN LOS ESTABLECIMIENTOS

Condiciones Almacenamiento Lugar Modo Condiciones
del local de maiz de Almacenamiento De
Almacenamiento
s |8 g .
e g S 3 8 = & o @ 8 | o o
Establecimiento § 3 g i @ 3 ﬁ §’ 7 a % E |8 3 x g)
© < = S
B¢ | g 1§ = 8 a g\ || a || F
§ |3 ©
BENDICION
X X X X X X 41 32.6
DE DIOS
TIENDA
X X X X X X 42 316
LIZBETH
EL ANGEL X X X X X X 37 34.5
TIENDA
X X X X 40 30
CAROLINA
EL PORTAL X X X X X 40 32
SUPER
TIENDA LEON | X X X X 49 30.9
DE JUDA
LOS
X X X X 48 30.1
HERMANOS




ANEXO N°7
CUADRO DE ANALISIS DE RIESGO POR PARAMETRO



CUADRO N°4 DE ANALISIS DE RIESGO POR PARAMETRO

Especificacion

Escala

Riesgo

Condiciones del
lugar

Bueno

Bajo

El riesgo es bajo debido a que el
local presenta condiciones de
infraestructura adecuadas tales
como techo, piso y paredes en
buen que favorece al buen
almacenamiento del maiz

Regular

Medio

Se considera un riesgo medio
debido a que el local puede
presentar condiciones de
infraestructura poco deterioradas,
pero no afecta la calidad del maiz
durante su almacenamiento.

Malo

Alto

El riesgo es alto ya que las
condiciones de infraestructura del
local no cumplen con los
requisitos minimos para el
almacenamiento del maiz, tales
como condiciones del techo, piso
y paredes totalmente deteriorado
gue faciliten la contaminacién del
cereal con mohos productores de
toxinas.

Almacenamiento

Saco de
nailon

Bajo

El riesgo es bajo debido a que por
el material del saco la exposicion
a la humedad es minima por lo
que la probabilidad de
contaminacion de mohos por
aumento de la humedad en el
cereal almacenado disminuye

Contenedores

Medio

Se considera de riesgo medio ya
gque se expone a factores
ambientales tales como
particulas de polvo, humedad del
ambiente que pueden ser causa
de deterioro y contaminacion del
maiz si se almacena por un
tiempo prolongado

Saco de
mezcal

Alto

El riesgo de contaminacién es
alto ya que por el material que
esta hecho favorece a la
acumulacion de humedad
aumentando la probabilidad de
crecimiento de mohos
productores de toxina en el maiz
almacenado.




CUADRO N°4 CONTINUACION

Se considera de bajo riesgo ya
que se encuentra aislado, en
condiciones adecuadas de
iluminaciéon, temperatura y
humedad apropiados para el
almacenamiento del maiz.

Bodega 1 Bajo

El riesgo es medio debido a que
se puede ver afectado por
distintos factores que puedan
afectar de manera indirecta la

Lugar de calidad y la inocuidad del cereal
almacenamiento almacenado.

Pasillos 2 Medio

Se considera de riesgo es alto
debido a que se ve expuesto a
factores ambientales de manera
directa tales como polvo,
Cerca de la humedad, temperatura,
3 Alto . !

calle contaminantes ambientales,
manipulacién inadecuada que
pueden favorecer al crecimiento
de mohos productores de toxina
en maiz

El riesgo es bajo ya que cumple
con las especificaciones de
almacenamiento al no estar en
contacto directo con el suelo
evitado asi que el -cereal
absorba humedad y mantenga
las caracteristicas de calidad e
inocuidad.

Tarima 1 Bajo

Se considera de riesgo medio
debido a que el estar uno sobre
otro por un tiempo prolongado
Estibado 2 Medio | puede favorecer al aumento de
la humedad y podria verse
afectada la calidad del cereal
por contaminacion.

Modo de
almacenamiento

El riesgo es alto debido al
contacto directo con una
superficie que favorece el
aumento de la humedad,
incrementando potencialmente
la probabilidad de
contaminacién del maiz por
mohos productores de toxinas

Suelo 3 Alto




ANEXO N°8

ANALISIS DE VARIANZA



TABLA N°9 ANALISIS DE VARIANZA %HUMEDAD

%Humedad 1 0.00000 0.000000 0.00 1.000
Error 16 3.73862 0.233664
Total 17 3.73862

TABLA N°10 ANALISIS DE VARIANZA PPM DON

Concentracion 1 0.006250 0.006250 6.33 0.016
De toxina (ppm)

Error 38 0.037500  0.000987

Total 39 0.043750




