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Resumen

Las micotoxinas, son metabolitos secundarios producidos por determinados
tipos de hongos, algunas de ellas han sido sugeridas como potenciales
carcinogénicos, representando un riesgo critico para la salud publica. Este estudio
analizé 80 muestras de harinas de maiz para consumo humano y animal adquiridas
en mercados mayoristas de Lima Metropolitana, utilizando ELISA competitivo con el
kit Veratox MAX para detectar aflatoxinas, fumonisinas y ocratoxinas. Los resultados
mostraron que el 100% de las muestras para consumo humano y el 97.5% de las
muestras para animales contenian aflatoxinas, algunas superando los limites
permitidos internacionalmente. Las fumonisinas se detectaron en el 20% y 10% de
las muestras para consumo humanas y animales, mientras que las ocratoxinas fueron
menos frecuentes, detectandose en el 10% y 0%, respectivamente. Las especies
productoras de micotoxinas predominantes identificadas fueron Aspergillus flavus,
Penicillium verrucosum y Fusarium moniliforme. Las condiciones de almacenamiento
deficientes pudieron haber favorecido a la contaminacion de las harinas, resaltando
la necesidad de implementar practicas adecuadas de manejo postcosecha para

reducir los riesgos asociados a estas micotoxinas.

Palabras clave: micotoxinas, harinas de maiz, aflatoxinas, fumonisinas, seguridad

alimentaria.



Abstract

Mycotoxins are secondary metabolites produced by specific fungal species,
some of which have been identified as potential carcinogens, thereby representing a
significant threat to public health. This study analyzed 80 maize flour samples intended
for human and animal consumption, obtained from wholesale markets in Lima
Metropolitana, using competitive ELISA with the Veratox MAX kit to detect aflatoxins,
fumonisins, and ochratoxins. Results revealed that 100% of human samples and
97.5% of animal samples contained aflatoxins, with some exceeding internationally
permitted limits. Fumonisins were detected in 20% of human samples and 10% of
animal samples, while ochratoxins were less frequent, being identified in 10% and 0%
of human and animal samples, respectively. The predominant fungal species identified
were Aspergillus flavus, Penicillium verrucosum, and Fusarium moniliforme. Deficient
storage conditions, may have contributed to the contamination of the flours. These
findings highlight the urgent need for improved post-harvest management practices to

mitigate the risks associated with mycotoxin contamination in maize flour.

Keywords: mycotoxins, maize flour, aflatoxins, fumonisins, food safety



I. Introduccidén

Los hongos filamentosos son organismos heterotrofos y tienen la capacidad de crecer
en diferentes sustratos y condiciones ambientales [1] . El facil crecimiento y
diseminacién de este tipo de hongos suponen un riesgo para la salud por dos
caracteristicas, ser alérgenos, por su produccion de esporas; y producir metabolitos
secundarios, como las micotoxinas [2]. La primera caracteristica se refiere a la
inhalacion de esporas flungicas que puede desencadenar enfermedades respiratorias
y provocar sintomas alérgicos como rinitis, conjuntivitis, asma y dermatitis debido a la
presencia de proteinas inmunogénicas [3]. Estas esporas, comunes en entornos
externos, afiaden un componente adicional de riesgo en zonas cerradas, ya que
tienen la capacidad de contaminar facilmente estas, encontrando sustratos propicios
para crecer [1]. Este fenOmeno subraya la importancia de la correcta gestion
ambiental y mejora de la calidad del aire en la prevencion de riesgos para la salud

asociados con la exposicion a hongos.

Por otro lado, existe otra categoria de riesgos asociados con estos hongos, la que es
propia de aquellos que acttan como productores de metabolitos secundarios, como
lo son las micotoxinas. Entre ellas estan la ocratoxina A, las aflatoxinas y las
fumonisinas producidas principalmente por hongos de los géneros Penicillium,
Aspergillus y Fusarium, respectivamente [4]. De igual manera, estan también las
micotoxinas zearalenona, citrinina y acido ciclopiazonico teniendo, como las ya

mencionadas, el maiz como materia prima alimenticia [5].

La presencia inicial de ocratoxina A fue identificada en muestras de maiz de Africa y
ha sido objeto de atencion debido a su potencial nefrotéxico en humanos y animales,
asi como causar severos dafios a los rifiones en humanos, clasificado como
carcindgeno de tipo 2 por el Centro Internacional de Investigaciones contra el Cancer
(IARC) [4], y se ha vinculado a enfermedades renales como nefropatia intersticial en
los animales de granja [6]. Por otro lado, la aflatoxina B1, la mas comun entre este
tipo de micotoxinas, ha sido reconocida por su potencial carcinogénico en humanos y
fue vinculada a enfermedades hepaticas y afecciones gastrointestinales en animales
como pollos [5]. Mientras las fumonisinas se han asociado con la aparicion de

enfermedades como la leucoencefalomalacia en



caballos, investigaciones recientes también han explorado su posible conexién con el

cancer esofagico en seres humanos [7].

El desarrollo de los hongos ambientales y la producciéon de las micotoxinas, estan
influenciados por diversas condiciones ambientales, incluyendo niveles de humedad,
temperatura, precipitacion, variaciones térmicas, contaminacion, tipo de sustrato y
caracteristicas especificas de cada tipo de hongo. Estas variables juegan un papel
crucial y pueden variar segun la especie de hongo involucrada [1,4]. El rango de
temperatura en el que pueden vivir los hongos mesdfilos es de entre 10y

35 °C, siendo su intervalo 6ptimo de crecimiento entre 20 y 30 °C donde generalmente
se favorece la produccién de micotoxinas [8]. Los hongos que producen micotoxinas
tienden a prosperar en entornos con una alta humedad relativa, generalmente
superior al 70%, para permitir la entrada de nutrientes y para liberar al medio las
enzimas necesarias para degradar los polimeros que necesitan [2]. Dado que Lima
tiene un ambiente humedo (humedad relativa anual de ~82,8%) y un clima célido
(temperatura promedio de 19,1°C) [9], este constituye un entorno adecuado para el
crecimiento y reproduccion de diversas especies de hongos ambientales, en especial
cuando se refiere a lugares cerrados, con pocos estandares de higiene y con sustratos
adecuados para la proliferacion, como son los almacenes de productos alimenticios

en los grandes mercados mayoristas.

Las posibles micotoxinas producidas por los hongos ambientales, afectan la inocuidad
y seguridad alimentaria. La inocuidad alimentaria se define como la certeza de que
los alimentos son aptos para el consumo humano y no conllevan riesgos para la salud
[10]. Mientras, la seguridad alimentaria abarca varios aspectos, desde la produccién
y procesamiento de alimentos hasta su almacenamiento, distribucién y preparacion.
Tiene como objetivo asegurar que todas las personas tengan acceso constante a
alimentos nutritivos y seguros para satisfacer sus necesidades dietéticas. [11]. En el
caso de los mercados mayoristas, no se suele encontrar una buena conservacion en
cuanto a las harinas siendo generalmente de una manera poco hermética y
controlada, y tampoco una manipulacion adecuada frecuente para evitar la
contaminacion. Normalmente, las harinas de maiz no contienen un etiquetado y son
vendidos a granel, la ausencia de etiquetas impide brindar informacion clara vy

detallada sobre ingredientes, alérgenos y fechas de



vencimiento, lo que limita la capacidad de los consumidores para tomar decisiones

informadas.

En Perd, la legislacion relacionada con el consumo local de alimentos esta regulada
por diversas entidades como el SENASA y DIGESA. Los limites microbiolégicos
establecidos por estas entidades permiten evaluar la seguridad alimentaria de los
productos, y a su vez la calidad. La “Norma Sanitaria que establece los criterios
microbiolégicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de
consumo humano”, incluye a las harinas con un limite microbiologico (m) maximo por
gramo de 10000 unidades formadoras de colonias (UFC) [12]. Estos datos se detallan
en el Anexo 1. Sin embargo, aln no existe un parametro que limite la cantidad de
micotoxinas en el consumo local, solo existe en la comercializacion hacia el exterior,

siguiendo los limites descritos en los paises en donde se exportara.

El organismo federal de Estados Unidos, llamado “Food and Drug Administration”, en
espafiol Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), menciona que la
cantidad maxima permitida de aflatoxinas en alimentos por grano para consumo
humano es de 20 ppb (partes por billon), y para alimentos de animales como pollos,
vacas y cerdos, el limite va desde 20 ppb a 300 ppb dependiendo de la especie de
animal y edad [13]. Respecto a las fumonisinas, en harina de maiz para consumo
humano, el limite maximo es de 2 ppm (partes por milléon), mientras que en el caso de
animales, es de entre 5 a 100 ppm de fumonisinas totales dependiendo de la especie
animal [14]. En el caso de Ocratoxina A, los limites establecidos por el Reglamento
(UE) 2023/915 indican que en los productos derivados de granos de cereales sin

procesar tiene un limite de 3.0 ug/kg [15].

Una de las harinas que mas se consume es la de maiz (Zea mays L.), esta planta es
una de las fuentes de alimento mas importantes a nivel mundial y desempefia un
papel fundamental en la alimentacion tanto de seres humanos como de animales. En
el Perq, esta harina es consumida a gran escala en comidas como mazamorra, chicha
morada, tamales, humitas y panes de maiz, siendo de gran importancia sociocultural
[16]. Entre aquellos alimentos que brindan un sustrato propicio para los hongos
ambientales, se encuentran las harinas. Las harinas de maiz contienen una variedad
de nutrientes para el crecimiento de hongos por sus carbohidratos, lipidos (acido

linoleico y oleico), proteinas y minerales, de igual manera la capacidad de las



harinas de retener agua favorece el desarrollo de hongos [17]. Estas, al quedar
expuestas al ambiente por falta de un adecuado empaquetamiento hermético,
propician a que las esporas fungicas puedan depositarse y desarrollarse en su
superficie [18].

Segun la OMS (2023), las micotoxinas mas frecuentes que se encuentra en los
alimentos se corresponden a las aflatoxinas, que son producto de algunas cepas de
Aspergillus flavus, las que ocasionan cancer en animales; la Ocratoxina A, que son
producto de determinados Aspergillus y Penicillium, que provocan dafios renales, y la
Patulina producida principalmente por Aspergillus, Penicillium y Byssochlamys, que
esta relacionada con sintomas como nauseas, trastornos gastrointestinales y vémitos

en humanos [19].

Orellana et al. (2005), encontraron en harina de maca principalmente Penicillium spp.
y Fusarium moniliforme, asi como Mucor sp. y Aspergillus niger, siendo descrito como
un problema desde una perspectiva bromatoldgica, ya que estos hongos tienen la
capacidad de sintetizar metabolitos secundarios téxicos [20]. Segun Astudillo, y
Nacipucha (2010), en un estudio en donde se analizé harina de maiz y cereales, se
pudo aislar Stachylidium y Aspergillus; ademas debido a la implementacién de
estrategias quimicas y biotecnoldgicas se identifico aflatoxinas, acido vermiculico,
vermilutina, dehidroalternusina y mitorubrinol de los hongos aislados a partir del trigo
y maiz [21]. Segun Calizaya (2010), en un estudio realizado mediante la recopilacién
de muestras ambientales (utilizando la técnica de placa en exposicion) y de exudados
nasofaringeos (mediante hisopados de la mucosa nasal) en un mercado de abastos
en Tacna, PerU; el hongo mas frecuente fue Penicillium spp., seguido por Candida sp.
y Rhizopus stolonifer; esto sugiere que en los mercados donde no se lleva a cabo un
adecuado manejo de residuos organicos, puede propiciarse el desarrollo de esporas
fungicas. Estas esporas pueden dispersarse en los diversos entornos que rodean a
los seres humanos, afectando también las mucosas respiratorias de aquellos

huéspedes susceptibles [1].

La determinacién de las especies de hongos puede ser efectuada utilizando métodos
clasicos y técnicas moleculares. El método clasico es el Unico utilizado en la

microscopia, que incluye la observacién de caracteristicas morfolégicas y



estructuras reproductivas de los hongos. También hay otras técnicas mas
especializadas como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa o PCR que se emplea
para la deteccion de secuencias de ADN especificas de hongos micotoxigénicos. Por
otro lado, la identificacion de micotoxinas se realiza dependiendo del requerimiento y
se usan técnicas para la deteccién de micotoxinas que varian en su sensibilidad y
especificidad. En el caso de analisis rutinarios y screening, los ELISAs competitivos
son de uso comun debido a su rapidez y facilidad de implementacion; y estos ensayos
inmunolégicos permiten la deteccion cuantitativa de micotoxinas en muestras. Este
procedimiento es el mas recurrente, ya que no requiere procedimientos de limpieza y

el extracto que contiene la posible micotoxina se analiza directamente [22].

Para una mayor sensibilidad y confirmacion, la cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) es una técnica mas avanzada y especifica que posibilita la
cuantificacion y separacion exacta de diversas micotoxinas. Estas, aunque mas
complejas, son fundamentales en investigaciones mas detalladas y analisis

especificos.

En conjunto, estos métodos permiten evaluar la presencia de hongos ambientales
potencialmente productores de micotoxinas en harina de maiz, tanto de consumo
humano y animal, tema que es de relevancia, ya que esta supondria un peligro de

importancia mayor para la salud de la poblacion.
Il. Marco tedrico
2.1. Maiz “Zea mays”

Perteneciente a la familia Poaceae (gramineas), es un cultivo ancestral
empleado en la alimentacién humana y animal de manera esencial a lo largo
de la historia [23]. Aunque es originario de Mesoamérica, su domesticacion
le ha permitido dispersarse por todo el mundo. Este proceso de expansion
implicé que se adaptara a diversos tipos de climas, desde el tropical en el
que se origind hasta condiciones méas templadas, lo que ha generado
cambios significativos en su morfologia [24, 25]. Caracteristicas como su
altura, por ejemplo, pueden variar significativamente dependiendo de su

variedad y las condiciones de cultivo [24]. Gracias a esta capacidad



de adaptacion, ha llegado a desempefiar un papel principal en los sistemas
agroalimentarios globales, llegando a ser un pilar de la seguridad alimentaria
mundial [26].

En Perd, los registros fosiles sefialan que el maiz fue domesticado y
acondicionado a las caracteristicas particulares del territorio por primera vez
hace aproximadamente 8000 afios. Las diversas condiciones ecoldgicas,
suelos y climas, junto con la seleccién masiva inicial hecha por la cultura
incaica, en la que categorizaban a los individuos segun su fenotipo, condujo
a la produccion de una gran variedad de tipos de maiz [27]. En la actualidad,
la distribucion de los cultivos de este alimento abarca desde las tierras de
los andes hasta las regiones costeras y la Amazonia. Ademas, su diversidad
ha permitido que se pueda consumir en una amplia gama de productos,
como chica, mote, tamales, y otros platos tradicionales que forman parte

integral de la gastronomia peruana [24].

Dos de las variantes mas utilizadas en el Perl son el maiz blanco y el maiz
amarillo (Anexo 2), especialmente comercializados como harinas. Su amplio
uso en el ambiente doméstico y su comercializacion a pequefia escala, junto
con particularidades en sus composiciones quimicas y capacidad de
almacenamiento, los convierten en objeto de interés en diversos campos,

incluida la micotoxicologia.
2.1.1. Caracteristicas y composicion de la harina del maiz blanco

Obtenida de la molienda de granos de maiz de color claro, se distingue
por su textura suave y su sabor neutro. Su composicion quimica incluye
principalmente carbohidratos, proteinas y grasas en proporciones que
varian segun el procesamiento y la variedad de maiz utilizada [28]. La
capacidad de almacenamiento de humedad de esta harina es un factor

critico a considerar en su calidad y durabilidad (Tabla 1).
2.1.2. Caracteristicas y composicion de la harina del maiz amarillo

Derivada de granos de maiz de color mas intenso, presenta un perfil

nutricional similar a la de maiz blanco, pero su coloracion se debe a una



mayor concentracion de carotenoides, como la zeaxantina y la luteina
[28]. Estos compuestos no solo contribuyen al color distintivo del
producto, sino que también pueden conferir beneficios para la salud

debido a sus propiedades antioxidantes (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de harinas de maiz blanco y amarillo

Harina de maiz Harina de maiz

amarillo blanco
energia (Kcal) 355 343
Agua (g) 13,5 12,7
Proteinas (g) 6,7 59
Grasas Totales (g) 4.8 4
Carbohidratos totales (g) | 73,6 76,1
Calcio (mg) 6 5
Fosforo (mg) 267 249
B-carotenos (ug) 352 0
Vitamina A (ug) 61 1
Vitamina C (ug) 0,7 2,6

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia [28].

2.2. Hongos filamentosos

Son organismos eucarioticos heterétrofos que se distinguen por la
presencia de hifas, estructuras filamentosas formadas por una sucesioén de
células que constituyen el micelio [29]. Esta estructura no solo representa la
forma invasiva observada en infecciones de origen fungico, sino que, en
ciertos casos, puede esporular dentro del tejido invadido, facilitando su

proliferacion [30].

Ecolégicamente, desempefnan funciones esenciales en los ecosistemas,
como el reciclaje de nutrientes, la cohesion del suelo, la provisién de agua y
nutrientes a las plantas, el debilitamiento y la enfermedad de especies
vegetales, el sustento de fauna, y la reproduccion de artropodos terrestres

[31]. Ademas, su capacidad para producir enzimas extracelulares y acidos



organicos los convierte en organismos de gran relevancia en las industrias

médica y biotecnoldgica [29, 32].

2.2.1. Aspergillus: Este género de hongos perteneciente al orden
Eurotiales, dentro de la clase Eurotiomycetes, cuenta con mas de 300
especies. De estas, un aproximado de 20 han sido identificadas como
agentes de infecciones oportunistas en seres humanos, de las cuales
algunas son solo ocasionales [32], pero otras pueden llegar a ser mortales
[33]. La mayoria de estos hongos filamentosos son saprofitos, es decir,
obtienen energia y nutrientes en base a la descomposicion de materia
organica, sobre la que se asientan, viven y se desarrollan. Sin embargo, se
sabe que para su crecimiento necesitan condiciones especificas, como
una humedad relativa de entre 70-90% y un contenido de agua que oscile
entre 15-20%, siendo la temperatura la variable que tiene un rango mas
amplio de variacion, puesto que esta puede ir desde los 0°C hasta los 45°C
[34]. Una de las particularidades de este género es que algunas especies
poseen la capacidad de producir micotoxinas, como aflatoxinas (AF) por
las especies Aspergillus flavus y A. parasiticus

[35] y ocratoxinas A (OTA) por A. niger.

2.2.2. Penicillium: Este género de hongos perteneciente al orden
Eurotiales, dentro de la clase Eurotiomycetes [36], tiene aproximadamente
500 representantes [37]. Estos hongos se pueden encontrar en diversos
sustratos y habitats, por lo que son considerados ubicuos [38]. Ademas,
son saprofitos al igual que los del género Aspergillus. Sus representantes
son reconocidos por su denso cepillar, como las estructuras de la espora-
cojinete. Los conidiéforos son simples o ramificados y son terminados por
los racimos de fialides en forma de botella. Aunque aln no se comprenda
bien su importancia clinica [38], se ha comprobado que este género
también causa dafio al ser humano y animal, ya que son productores de
micotoxinas [39], como Penicillium verrucosum, que produce ocratoxinas A
[40].
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2.2.3. Fusarium: Género perteneciente al orden Hypocreales, dentro de la
clase Sordariomycetes, que agrupa a un gran nimero de especies [34]. Este
género tiene distribucidon mundial y varios de sus representantes son
patégenos de un gran nimero de cultivos, como el maiz (Zea mays L.), trigo
(Triticum spp.) o cebada (Hordeum vulgare L.) [41]. También existen
especies capaces de infectar a humanos y animales, por lo que se espera
el aumento de fusariosis en pacientes, especialmente en los
inmunocomprometidos [34]. Los representantes de dicho género también
producen micotoxinas, especificamente, tricotecenos, fumonisinas y
zearalenonas, las que han sido relacionadas con efectos cancerigenos,
teratogénicos, estrogénicos, hemorragicos, neurotoxicos, hepatotoéxicos,
mutagénicos e inmunosupresores en animales y humanos. Esto, junto a
que Fusarium es el género mas prevalente en cultivos, reafirma su impacto
en la salud global [42]. Otro asunto de preocupacion referente a Fusarium
es que la taxonomia del género se basaba principalmente en criterios
morfoldgicos y en el tipo de planta huésped, pero muchas especies
presentan diferentes formas morfoldgicas, las cuales no siempre
corresponden con sus grupos naturales. Por ello, diversos autores han
utilizado criterios moleculares en la taxonomia de Fusarium basados en la
secuenciacion de diversos genes, lo que les ha permitido demostrar que
las clasicas especies patégenas del género, como son F. verticillioides (F.
moniliforme), F. oxysporum y F. solani, constituyen en realidad complejos
de especies. Asi se han podido diferenciar unas 70 especies involucradas
en infecciones humanas, la mayoria de las cuales sin nombre especifico

por no ser reconocibles fenotipicamente [34].

2.3. Micotoxinas

Son metabolitos secundarios téxicos producidos por algunas especies de
hongos filamentosos [43]. Estos compuestos tienen una estructura
policetonica, la cual se forma como resultado de reacciones de
condensacion que ocurren cuando se interrumpe la reduccion de los grupos

cetonicos durante la biosintesis de acidos grasos en los hongos
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ambientales (mohos). Sin embargo, dicha composicién solo se da bajo
condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas especificas. Normalmente, las
micotoxinas aparecen en la fase exponencial o al inicio de la fase

estacionaria del crecimiento de los mohos [44].

Aunque se han identificado alrededor de 500 tipos de micotoxinas en los
ultimos afios, las que ponen en riesgo la seguridad alimentaria son las
producidas por los géneros Aspergillus, Claviceps, Alternaria, Penicillium y
Fusarium [45, 46]. Estos tipos de micotoxinas pueden contaminar alimentos,
piensos (cereales) y materias primas utilizadas en su elaboracioén, lo que
puede llevar a la micotoxicosis, un conjunto de enfermedades y trastornos
perjudiciales tanto para animales como para humanos [43]. Por ejemplo, la
Aflatoxina B1, propia del género Aspergillus, muestra efectos inmunotdxicos,
hepatotdxicos, mutagénicos y teratogénicos en muchas especies animales
[46].

Debido a la importancia clinica de las micotoxinas, es importante destacar
que la presencia simultanea de varios tipos de estas en los alimentos puede
potenciar sus efectos, aumentando su toxicidad a través de interacciones
sinérgicas [44]. Ademas, pueden persistir en resaltar la importancia de
medidas efectivas de control y prevencion para mitigar los riesgos
asociados con su consumo. Una revision hecha por Eskola et al. en el 2019
estima que entre el 60% y 80% de los cultivos alimentarios mundiales estan
contaminados con micotoxinas, estimacion que supero la dada por la FAO
de 25% en ese mismo periodo. Esto, junto con el aumento de las
temperaturas globales (aproximadamente 1°C), han supuesto un aumento
del registro de micotoxinas en alimentos a cantidades no vistas previamente
[47].

2.3.1. Aflatoxinas: Son un grupo de micotoxinas producidas por
determinados hongos filamentosos del género Aspergillus, principalmente
A. flavus y A. parasiticus [35, 48]. Los hongos que producen estas
micotoxinas poseen gran afinidad por cereales y nueces, pudiendo

aparecer en cualquier momento de la cadena de produccion [47].
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Ademas, tienen la capacidad de acumularse y persistir a pesar de ser
expuestas a procedimientos como la coccion, el congelamiento, o incluso

la digestiog [34].

Figura 1. Estructura quimica de aflatoxinas a) B1, b) B2, c) G1y d) G2.

Imagen de fuente propia elaborada en el programa ChemSketch.

En cuanto a su composicion quimica, las aflatoxinas son compuestos
complejos con una estructura bdsica que incluye un anillo difurano o
tetrahidro-difurano unido a una cumarina con un anillo de cinco o seis
atomos de carbono (Figura 1) [49]. En funcién de esta estructura, las
aflatoxinas se agrupan en series, como la B (AFB1, AFB2, AFB2a), la G
(AFG1 y AFG2), la M (AFM1, AFM2, AFM2a) y otros (AFP1, AFQ1 y AFL)
[48, 50]. Las cepas toxigénicas de A. flavus generalmente producen
aflatoxinas de la serie B, mientras que las cepas de A. parasiticus tienen la

capacidad de producir aflatoxinas tanto de la serie B como de la G [47].

Entre estas micotoxinas, la Aflatoxina B1, la mas daiina y carcinogénica,
tiene la capacidad de suprimir el sistema inmunolégico de los humanos y

algunos animales [50]. Al inhibir la fagocitosis, ademas de dafar el ADN y
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alterar la formacion de proteinas [34]. A nivel del higado, el citocromo
p-450 activa la AFBT1, convirtiéndola en AFB1 8,9-ep6xido, molécula que
posee efectos carcinogénicos. Por ello ha sido asociada con el carcinoma
hepatocelular, el que conduce al cancer de higado. Debido a esto, la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) la clasificd
como carcinogénico del grupo 1 [34, 47]. La exposicidn crénica a dicha
molécula se ha relacionado también con discapacidad congénita y retraso
en el crecimiento de nifios [47]. La exposicidn aguda, por otro lado, se ha
asociado a enfermedades como la aflatoxicosis, no solo en humanos, sino

también en ganado y animales domésticos [34, 49].

2.3.2. Ocratoxinas: Son producidas principalmente por hongos de los
géneros Aspergillus y Penicillium, como A. ocraceus, de donde se origina su
nombre, y P. verrucosum. Este tipo de micotoxinas se encuentra
comunmente en alimentos y productos agricolas, como granos, café y

vinos [6, 51], por lo que suponen un grave problema de salud publica.

O OH O

R; o)

CH,R,
H
R, R3 R4

Figura 2. Estructura quimica de ocratoxinas.

Imagen de fuente propia elaborada en el programa ChemSketch.

Desde el punto de vista biosintético, estan formadas por compuestos
policétidos con un nucleo basico que contiene una molécula de
isocumarina unida por un enlace amida a una L-fenilalanina [52]. Se
clasifican en isoformas naturales, A, B, C y D, siendo la A la mas comun y
toxica [53].

La Ocratoxina A (OTA) se ha identificado como una toxina con efecto

carcinogénico, inmunotoxico, teratogénico, embriotdxico, nefrotdxico y
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hepatotdxico, etc [51, 54, 55]. Sin embargo, dicha toxicidad varia por

caracteristicas de los individuos, como sexo, edad, tipo celular, etc [56].

Respecto a su capacidad cancerigena, se ha demostrado que sus 6érganos
diana son el rifién y el higado en modelos ha sido clasificada por la IARC
como un agente cancerigeno del grupo 2B, es decir, posible carcinogénico
humano [6, 53, 54]. Se sospecha que este efecto esta relacionado con un
cambio a nivel genético [53] , pero estos resultados son aun
contradictorios. Sin embargo, se mostré evidencia de formacion de
aductos de ADN después de la exposicion cronica de OTA a ratas y la
exposicién subaguda a cerdos [56], por lo que esta micotoxina también se
puede considerar genotoxica. Ademas, el efecto de la OTA sobre el sistema
nervioso central esta ganando mas importancia debido a estudios in vitro
e in vivo que lo relacionan con disfunciones neurolégicas y conductuales
[57].

OTA es termoestable, lo que contribuye a su prevalencia durante el
procesamiento de alimentos a 80-121 °C. Esta caracteristica, junto a su
prevalencia en productos procesados y la presencia de bioacumulacién en
productos animales, supone un problema de seguridad alimentaria a gran

escala [57].

2.3.3. Fumonisinas: Son producidas principalmente por especies del
género Fusarium, como F. verticillioides y F. proliferatum [58, 59], de
Alternaria, como A. alternata, y Aspergillius, como A. niger [60]. Estan
presentes en todo el mundo, en especial en el maiz, el arroz, la cebada, y
alimentos derivados [58, 61]. Su estructura quimica se caracteriza por ser
una cadena aminopolihidroxil alquilo de 20 carbonos esterificada con 2
moléculas de acido tricarboxilico. Se clasifican en cuatro series: A,B,Cy P
[62]. Las mas comunes son las de la serie B, las que se encuentran en el
maiz contaminado. Dentro de esta serie, hay cuatro tipos: FB1, FB2, FB3 y
FB4, diferenciados por la presencia de grupos hidroxilo en los carbonos 5
y 10 [58].
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Figura 3. Estructura quimica de fumonisina B1.

Imagen de fuente propia elaborada en el programa ChemSketch.

Entre los diferentes tipos de fumonisinas tipo B, la FB1 es la mas prevalente
y toxica, constituyendo el 70% del total de fumonisinas en los alimentos
[58, 63]. En los animales, su exposicion puede causar
leucoencefalomalacia equina (ELEM) y toxicidad renal y hepatica en
roedores, con una mayor incidencia en las hembras. Ademas, en cerdos
alimentados con maiz contaminado con FB1, se ha visto cuadros de edema
pulmonar porcino (EPP) [58, 64]. En humanos, se esta evaluando la posible
correlacion de esta micotoxina con el cancer de eséfago, enfermedades
hepaticas y fallo renal [62]. Por la probabilidad de que posea efectos
carcindgenos, es considerada como un posible carcinégeno humano, por

lo que pertenece al grupo 2B segun la IARC [61].

Debido a que se ha registrado un aumento de especies fungicas
productoras de fumonisinas [60] y se ha detectado una gran prevalencia
de estas en alimentos a base de maiz [62], se ha considerado que la
presencia de estas micotoxinas es un peligro para la seguridad alimentaria

global.

2.4. Condiciones de crecimiento de los hongos filamentosos vy

produccion de micotoxinas

Diversos factores influyen en el crecimiento de los hongos y la produccion

de micotoxinas, entre los que se incluyen la temperatura, la humedad



relativa, el pH, la cepa del hongo, la actividad del agua y el tipo de sustrato
[65]. Cuando la humedad y la temperatura se encuentran dentro de los
rangos 6ptimos entre 70 a 100% y 25 a 30°C, respectivamente, los hongos
pueden invadir la materia organica, ya sea en el campo, durante el proceso
de secado de los granos o en su almacenamiento [66]. Por ejemplo, como
se menciond anteriormente, el género Aspergillus requiere una humedad
relativa de entre 70 y 90 % y temperaturas que oscilan entre 0 y 45 °C para
establecerse y crecer de manera Optima [34].

Por otro lado, los hongos higrofilos, como Fusarium, que requieren una
humedad relativa superior al 90 % para su crecimiento, predominan en los
cultivos. Después de la cosecha, géneros fungicos mesdfilos y xerofilicos,
como Penicillium y Aspergillus, germinan a una humedad relativa de entre
80y 90 % [65].

2.4.1. Temperatura: Junto con la humedad relativa y la actividad del agua,
estas condicionan el crecimiento y germinacion de los hongos, asi como la
produccion de micotoxinas. Por lo tanto, por si misma, la temperatura no
puede calificarse como un desencadenante universal de la actividad
fungica. A pesar de ello, se sabe que la mayoria de hongos mesofilos
tienen capacidad de crecimiento en un rango término de entre 5-35 °C,
siendo el optimo entre 25-30°C. Por otro lado, hay especies psicrofilas,
caracterizadas por crecer en ambientes con temperatura por debajo de los
20°C, y termdfilas, comunes en ambientes con condiciones de
temperaturas altas (> 45°C). Se ha determinado que las temperaturas
Optimas promueven el crecimiento fungico acelerando las reacciones
bioguimicas propias de su desarrollo, por lo que, fuera de estas, la

actividad enzimatica se ralentiza o se detiene [65].

En cuanto a la produccién de micotoxinas, para la mayoria de este tipo de
hongos, el rango Optimo es parecido al rango Optimo de crecimiento
(20-35°C). Sin embargo, se sabe que Aspergillus flavus puede crecer y
producir micotoxinas en una temperatura de entre 15-44°C, pero en el caso
de A. carbonarius, la temperatura se tiene que mantener entre 8-40°C para

permitirle crecer y producir OTA [65].
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2.4.2. Humedad relativa: Los hongos toxigénicos que invaden el campo
pueden desarrollarse con una humedad relativa superior al 80% y un
contenido de humedad entre el 22% y el 33%, produciendo toxinas antes
de la cosecha o incluso antes de que los granos sean trillados. Por otro
lado, los hongos de almacenamiento suelen aparecer durante esta etapay
requieren una humedad relativa entre el 70% y el 90% para su desarrollo
[67]. En general, se considera favorable para el crecimiento de los hongos
y la produccién de micotoxinas que la humedad relativa se mantenga entre
el 88% y el 95% [65]. Como se ha mencionado, existe una alta correlacion
entre esta variable y las temperaturas elevadas, siendo ambos factores
responsables de manera sinérgica de la produccién de micotoxinas, como
la fumonisina B1 (FB1) [68].

2.4.3. Actividad del agua: La actividad del agua (aw) se refiere a la
cantidad de agua disponible para que los organismos crezcan [69]. Esta
variable ha demostrado tener un impacto significativo en el crecimiento de
los hongos y la produccion de micotoxinas [65]. En particular, en el caso
de Aspergillus flavus, se ha determinado que las condiciones Optimas para
su desarrollo son una actividad del agua entre 0.92 y 0.96 aw, junto con
una temperatura de 28-37°C. Una baja actividad del agua afecta diversas
caracteristicas del hongo, como el tamafio de las esporas, la tasa de
germinacion, la morfologia de los hongos y la integridad de la membrana
[69].

Un estudio que investigo la relacidon entre la toxigenicidad de A. flavus y la
actividad del agua utilizando transcriptdmica confirmé que esta variable
influye en la biosintesis de aflatoxinas. De manera similar, A. parasiticus

mostré un comportamiento comparable [69].

2.4.4. pH: El medio que rodea a los hongos cumple un papel importante en
su desarrollo y en la posterior produccion de micotoxinas. A pesar de que
algunas especies de géneros fangicos como Aspergillus y Penicillium
pueden modular el pH circundante por medio de la secrecion de
metabolitos, los hongos que no poseen esta capacidad se ven afectados

por esta caracteristica. Esto se debe a que el pH influye en las
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interacciones entre la actividad del agua y la temperatura, afectando
procesos a nivel metabdlicos involucrados en la esporulacion y

morfogénesis [65].

Ademas, se ha demostrado que también puede condicionar la produccion
de micotoxinas, como las OTA en Penicillium verrucosum. En términos
generales, se sabe que la produccién de aflatoxinas necesita un pH de
4.0. Por otro lado, la produccién de OTA por Aspergillus ocraceus parece
ser mayor en cuanto el del medio es menor. Por parte de las fumonisinas,
la FB1 no es estable en un medio alcalino, por lo que necesita un medio

de entre 4.0-5.0 de pH para producirse [65].

2.4.5. Sustrato: La razon especifica por la que un tipo de hongo
micotoxigénico predomina en un sustrato especifico no esta claro, pero,
debido a su amplio requerimiento de carbono y nitrdgeno para crecer, son
frecuentes en alimentos ricos en carbohidratos. Sin embargo, el hecho de
gue el sustrato promueva su crecimiento no significa que también
promueva la produccion de micotoxinas, ya que estos hongos requieren
también de otras condiciones como el pH y la luz. Si el sustrato posee
azucares simples, como la glucosa, sacarosa y maltosa, se facilitara la
produccion de estos metabolitos. Esto se respalda en que se ha observado
gue un aumento en la concentracion de azucares solubles promueve la
produccion de AFB1 en cultivo celular. De igual manera, se ha podido
relacionar el aumento de la produccion de AFB1 por A. flavus con el
aumento de contenido de azucar en el medio [65, 70].

lll. HipoOtesis de investigacion

Si las harinas de maiz comercializadas en los mercados mayoristas de Lima
Metropolitana destinadas al consumo humano y animal presentan hongos
micotoxigénicos, entonces podrian representar un riesgo potencial para la

salud publica y animal.
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IV. Objetivos
4.1. Objetivo general

- Determinar la presencia de potenciales hongos micotoxigénicos en
harinas de maiz destinadas para consumo humano y animal en

mercados mayoristas en Lima Metropolitana.
4.2. Objetivos especificos

- Identificar hongos contaminantes en las harinas de maiz

mediante descripcidn microscopica de sus estructuras fungicas.

- ldentificar y cuantificar las principales micotoxinas contaminantes
en las harinas de los mercados en Lima Metropolitana mediante

ELISAs competitivo de los kits de extraccion de Veratox MAX.

- Establecer la relacion de los hongos aislados y la presencia de

micotoxinas detectadas y cuantificadas.
V. Materiales y métodos
5.1. Lugar de muestreo

Se seleccionaron diez mercados en diferentes areas de Lima
Metropolitana, teniendo en cuenta la diversidad demografica y geogréfica
de la ciudad. Estos fueron Unicachi de Pro (Los Olivos), Unicachi de
Comas (Comas), Mercado Los Incas (Independencia), Mercado de
Caqueta (San Martin de Porres), Mercado Central (Cercado de Lima), Gran
Mercado Mayorista de Lima (Santa Anita), Mercado Mayorista de Canto
Grande (San Juan de Lurigancho), Unicachi Sur (Villa el Salvador),
Mercado Central Nro 2 (Villa Maria del Triunfo) y Mercado N° 2 de Surquillo
(Surquillo). Estos lugares, al ser centros mayoristas, son responsables de

abastecer posteriormente a los micro comercios.
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5.2. Seleccion de muestras y procesamiento

Para garantizar la representatividad de las muestras, se siguieron los

siguientes pasos:
5.2.1. Muestreo en mercados y toma de datos ambientales

Se utilizé la férmula de Cochran W.G. [71] para determinar que el
tamafo adecuado de la muestra era de 37, asumiendo una poblacion
infinita (Anexo 3). Dado que esta formula permite calcular el tamafio
minimo necesario para obtener resultados significativos vy
representativos de la poblacién evaluada, se decidid recolectar 40
muestras de cada tipo de harina de maiz (para consumo humano y
animal), sumando un total de 80 muestras. Cada muestra pesd 600

gramos para garantizar la replicabilidad de los resultados.

En cada locacion se identificaron los puntos de venta de harina de maiz
disponibles para ambos tipos de consumo. Una vez adquiridas, las
muestras fueron selladas herméticamente en bolsas tipo Ziploc,
codificadas segun numero y tipo de harina, y almacenadas a 4°C en
cajas de tecnopor hasta su traslado al laboratorio. Por cada mercado,
se compraron 4 muestras de harina de maiz para consumo humanoy 4

para consumo animal de forma equitativa.
5.2.2. Criterios de seleccién de muestras

Se seleccionaron al azar, siendo cada una de distintos puestos en cada
mercado, asegurando asi una distribucién homogénea a lo largo de la

jornada de compras.

Se tuvo en cuenta consideraciones planteadas por el Codex
Alimentarius para evaluar la apariencia, olor y la limpieza del producto
para garantizar que todas las muestras estuvieran dentro de los
estandares de consumo [72]. La harina de maiz podia ser blanca o
amarilla, ya que eso dependia de la materia prima con la que se hizo,
como se muestra en el Anexo 2. Visualmente, se evito los productos con

contaminantes [73] y de colores diferentes a los mencionados.
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5.2.3. Toma de datos ambientales

La temperatura ambiente y la humedad relativa de los mercados se
registraron el dia del muestreo utilizando un termohigrometro digital con

sonda HTC-2 de la marca Philips.
5.2.4. Etiquetado

Cada muestra se etiquetdé de manera Unica segun se indica en la tabla
del Anexo 4, con informacion que incluye el lugar del mercado, el
nombre del mercado, la fecha del muestreo y el tipo de harina, para

consumo humano (H) o animal (A).
5.2.5. Almacenamiento de muestras

Las muestras se almacenaron en una conservadora TORREY modelo

R16-260 a 5°C en el laboratorio previamente al analisis.

5.3. Preparacion de diluciones

Se inici6 el andlisis de muestras siguiendo la recomendaciéon de protocolos
estdndar de manipulacion de muestras segun el “Manual de Analisis
microbiologicos de Alimentos” de DIGESA [74] y el Capitulo 18 sobre
Levaduras, Mohos y Micotoxinas del Manual de Analisis Bacterioldgico

(BAM) de la FDA [75] para garantizar la integridad de las mismas.

A partir de cada una de las muestras, se tomaron 25 gramos para realizar
diluciones decimales seriadas utilizando soluciones de agua peptona (AP)
al 0,1% (p/v) estériles [75].

Como se muestra en el Anexo 5, la primera dilucion fue con 225 ml de AP,
y las siguientes fueron 1 ml + 9 ml de 0,1% de AP, hasta la dilucién 10°.
La primera dilucibn fue homogeneizada en el homogeneizador
STOMACHER-400 CIRCULATOR por 2 minutos, y las siguientes en un
vortex marca Scientific Industries SI™ modelo Vortex-Genie™ 2, por 45

segundos.
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5.4.

5.5

Aislamiento y cuantificacion de colonias

Se utiliz6 el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) + cloranfenicol 5%
debido a su capacidad de favorecer el crecimiento y desarrollo de una
amplia variedad de hongos filamentosos, ademas de evitar el crecimiento
bacteriano por el medicamento agregado [75]. Se empled el método de
siembra por placa extendida, como se muestra en el Anexo 5 y se explica

a continuacion:

1) Se tomo una alicuota de 0.1 mL de la muestra y se coloco en la

placa Petri estéril con el medio PDA + cloranfenicol 5% sélido.

2) Con la ayuda de un asa de siembra de vidrio en forma de “L”
esterilizada, se procedié a extender la muestra inoculada, Se

realizo triplicados de placa por cada dilucion.

3) Se incubaron a una temperatura controlada de 25°C en una
incubadora marca MEMMERT modelo IF260 plus.

Se examinaron las colonias y se contaron en las diferentes placas en el
rango de 10-150. Los resultados se expresaron como unidades formadoras

de colonias por gramo (UFC/g).

Para aislar las colonias de hongos de manera individual, se seleccionaron
colonias representativas de cada tipo observado en las placas iniciales.
Estas se transfirieron a placas Petri con medio PDA suplementado con 5%

de cloranfenicol, con el objetivo de facilitar su posterior identificacion.
Descripcion morfoldgica

Se identificaron las muestras mediante taxonomia clésica usando la guia

taxondmica Food and Indoor Fungi de Samson et al. [76].
5.5.1. Descripcion macroscoépica

Después de la incubacion de las placas, se observé y analizo las
colonias de hongos en un estereoscopio de la marca Nikon modelo
SMZ445.
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Se examinaron las placas para identificar las colonias de hongos puras
y caracterizarlas por su forma, tamafo, color, textura, y cualquier otra
caracteristica macroscopica relevante. Estas observaciones se
registraron junto con el conteo y su distribucion en la superficie del medio

de cultivo.
5.5.2. Descripcién microscépica

Se llevo a cabo una caracterizaciéon morfolégica adicional de las colonias
mediante el montaje del micelio en portaobjetos, utilizando tincion con
azul de lactofenol. Las observaciones se realizaron con un microscopio
optico Nikon TS100, empleando un aumento de 400X para estructuras

generales y 1000X para el andlisis detallado de las esporas.

Durante esta etapa, se describieron las estructuras microscoépicas,
incluyendo forma, color y tamafio de las esporas, tipo de micelio, nimero
de fidlides, con el propésito de registrar las caracteristicas morfoldgicas
de los principales hongos micotoxigénicos, como Aspergillus spp.,

Penicillium spp. y Fusarium spp. [76] ver Anexo 6.
5.6. Analisis de micotoxinas

Las muestras aisladas clasificadas como posibles productoras de
micotoxinas sirvieron como indicador para seleccionar las muestras de
harina que puedan presentar aflatoxinas, ocratoxinas o fumonisinas. Estas
muestras se sometieron a un analisis con el uso de ELISAs competitivo
mediante los kits de extraccion de Veratox MAX [77, 78, 79].

5.6.1. Preparacion de las muestras

Se siguié las indicaciones del fabricante del kit de extraccion. Se obtuvo
una muestra representativa de cada muestra (>100 g) y se moli6 hasta
gue al menos el 95% del material pudiera pasar por un tamiz de malla
20 ym [77, 78, 79].
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5.6.2. Extraccion

Se siguieron las instrucciones de los manuales de los kits de Veratox
MAX [77, 78, 79].

1. Pesar 10 g £ 0.1 g de muestra en un recipiente. Verter el
contenido de 1 sobre de extraccion acuosa MAX 2 en el

recipiente.

2. Agregar 50 mL de agua destilada o desionizada sobre la
muestra y el polvo de extraccion.

3. Agitar vigorosamente, ya sea con la mano o mediante
medios mecanicos, durante 3 minutos. Dejar que la

muestra se asiente durante 10 minutos.

4. Filtrar el extracto utilizando una jeringa de filtro o a través
de un papel de filtro Whatman #4 para obtener al menos
3 mL de filtrado de muestra en un microtubo de recoleccion
de muestra. Transferir 1 mL de la muestra a un tubo de
microcentrifuga de 2.0 mL y centrifugar por 30 segundos

utilizando una microcentrifuga.
5.6.3. Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

Los reactivos fueron puestos previamente a temperatura ambiente (18-
22°C) durante al menos dos horas antes. Se procedié a hacer la
preparacion de las ELISAs segun las indicaciones del fabricante [77, 78,
79].

1. Extraer 1 pocillo de la mezcla sefialada en color rojo para
cada muestra que se sometera a analisis, asi como 4
pozos también marcados en rojo para los controles.
Posteriormente, disponer estos pocillos en el soporte

destinado para ellos.

2. Sacar un numero igual de pozos recubiertos con
anticuerpos. Devolver los pozos de anticuerpos que no se
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utilizaran de inmediato al paquete de papel de aluminio con
desecante. Volver a sellar el paquete de papel de aluminio
para proteger los anticuerpos. Marcar un extremo de la tira
con un "1"y colocar la tira en el soporte para pozos con el
extremo marcado a la derecha. No marcar el interior ni la

parte inferior de los pozos.

Mezclar cada reactivo agitando la botella del reactivo antes

de usarlo.

Colocar 100 pL de conjugado de la botella marcada en azul

en cada pocillo de mezcla marcado en rojo.

Utilizando una punta nueva de pipeta para cada uno,
transferir 100 pL los de controles y las muestras a sus
respectivos pozos de mezcla marcados en rojo como se

describe a continuacion.

5 15 50 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Tiral

S9

S10 | S11 | S12 | S13| S14 | S15| S16 | S17 | S18 | S19| S20| Tira2

8.

Con una micropipeta multicanal de 12, mezclar el liquido
en los pozos pipeteando 5 veces. Transferir 100 pL a los
pozos recubiertos con anticuerpos. Desechar los pozos de

mezcla marcados en rojo.

Configurar el temporizador durante 5 minutos, mezclando
los pozos durante los primeros 30 segundos de las
incubaciones a temperatura ambiente deslizando el
soporte de microcubetas hacia adelante y hacia atras
sobre una superficie plana sin salpicar reactivos desde los

pozos logrando una homogenizacion.

Agitar los contenidos de los pozos de anticuerpos. Llenar
los pozos con agua destilada o desionizada y vuelque el
agua. Repetir este paso 5 veces, luego girar los pozos
boca abajo y golpearlos en una toalla de papel hasta que

se haya eliminado el agua restante.

26



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Verter el volumen necesario de sustrato de la botella
marcada en verde en el banco de reactivos marcado en

verde.

Con nuevas puntas en la micropipeta multicanal de 12,

colectar y pipetear 100 pL de sustrato en cada pozo.

Configurar el temporizador durante 5 minutos, mezclando
los pozos durante los primeros 30 segundos deslizando
hacia adelante y hacia atras sobre una superficie plana.
Desechar el sustrato restante y enjuagar el barco de

reactivos con agua.

Verter la solucién de Red Stop de la botella marcada en

rojo en el reservorio de reactivos marcado en rojo.

Pipetear 100 pL de solucién de Red Stop para cada pozo.
Homogeneizar en wuna superficie plana realizando
movimientos hacia adelante y hacia atras. Desechar las

puntas.

Limpiar el fondo de los micropozos con un pafio o toalla
seca y leer con un filtro de 650 nm en un lector de
microcubetas. Las burbujas de aire deben eliminarse, ya
gue podrian afectar los resultados analiticos. Los
resultados estaran listos para su lectura en 20 minutos

después de la adicion de la solucion de detencion roja.

Calcular las absorbancias de las muestras en el lector de
microcubetas Lector de ELISA elx 800. Posteriormente
analizar los resultados de las absorbancias en el software
Veratox 3.7.0, verificando que la curva de calibracién de
los controles y/o estandares logren un coeficiente de
determinacion (R) cercano a 1 y no menos a 0.970. Una
vez validado el coeficiente, registrar los resultados
obtenido en el software en ppb (ug/kg), si es el caso de

aflatoxinas los controles van de 0-15 ppb y ocratoxinas de
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0-25 ppb; o ppm (mg/kg) como en el caso de las

fumonisinas, que los controles van de 0-6 ppb.
5.6.4. Clasificacion de muestras

Teniendo en cuenta los umbrales mencionados en cada kit para
determinar los limites maximos permisibles de cada micotoxina, se

clasificaron las muestras en positivas y negativas.

5.7. Andlisis estadistico

Se evalud la normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk para
determinar qué pruebas paramétricas o no paramétricas eran las propicias
para el andlisis de las concentraciones de micotoxinas. En caso de que los
datos siguieran una distribucion normal, se aplicé el analisis de varianza
(ANOVA) para comparar las concentraciones de cada micotoxina entre las
muestras de los diferentes mercados y para evaluar las diferencias segun
el tipo de consumo al que estaba destinada la harina. En aquellos casos
donde no se cumplié el supuesto de normalidad, se optd por pruebas no
parameétricas. Para comparar las concentraciones entre los mercados se
empled la prueba de Kruskal-Wallis, y para evaluar las diferencias segun
el tipo de consumo, la prueba de Mann-Whitney. Todos los analisis fueron

realizados con un nivel de significancia de 0.05.
VI. Resultados

6.1. ldentificaciébn taxon6mica macroscopica y microscopica de los

hongos contaminantes en las harinas de maiz

A partir de los cultivos realizados en PDA, se logro identificar las especies
fungicas Aspergillus flavus, Penicillium verrucosum y Fusarium moniliforme.
Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en estas
especies, como la coloracién de la placa, las estructuras y los patrones de
formacion de esporas, se pueden evidenciar a continuacion para distinguir su

morfologia.
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Figura 4. Fotografias macroscopicas (a,b,c) y microscopicas (d,e,f) de Aspergillus
flavus (a,d), Penicillium verrucosum (b,e) y Fusarium moniliforme (c,f) a 400X.

(Fuente: imagen propia).

En el analisis de las muestras de harinas aisladas que fueron cultivadas en
medio de cultivo PDA + cloranfenicol al 5%, se identificaron las tres especies
fungicas principales: Aspergillus flavus, Penicillium verrucosum y Fusarium
moniliforme. En su aspecto macroscopico, las colonias de A. flavus mostraron
una textura algodonosa y un color verde oliva inicial que evolucionaron hacia
amarillo verdoso conforme avanzo la incubacion (figura 4a). En cuanto al
ambito microscopico (figura 4d) se utilizo la guia taxonémica Food and Indoor
Fungi de Samson et al., las cabezas conidiales de A. flavus se observaron
predominantemente radiadas, con vesiculas subesféricas de 10-20 um de
diametro. Los conidios, de forma globosa y con una superficie rugosa, variaron
en tamafo entre 3 y 5 um, caracteristicas que lo clasifican en el género
Aspergillus dentro de la familia Trichocomaceae. Las especies de Penicillium
aisladas presentaron colonias macroscopicamente aterciopeladas, con colores
gue oscilaron entre verde azulado y tonos grisaceos, dependiendo del tiempo
de incubacion (figura 4b). Desde una perspectiva microscépica (figura 4e),
Penicillium verrucosum mostré conidiéforos ramificados en forma de pincel,
con fialides dispuestas en verticilos. Los conidios fueron unicelulares, de forma
elipsoidal o globosa, y presentaron tamafios entre 2.5 y 5 um. Finalmente,

Fusarium moniliforme formé colonias
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macroscopicamente algodonosas, de color blanco a rosado salmoén (figura 4c).
En el andlisis microscopico (figura 4f), se observaron macroconidios
fusiformes, septados, con paredes lisas y tamafios que variaron entre 20 y 35
pm. Los microconidios, de forma ovalada, se agruparon en cadenas cortas o

cabezales falsos, con tamafos que oscilaron entre 5y 8 um.
6.2. Condiciones medioambientales durante latoma de muestras

Durante la recoleccion de muestras en cada uno de los mercados, se
registraron in situ los valores de temperatura y humedad utilizando un
termohigrémetro digital. Estos datos permiten tener un conocimiento sobre las
condiciones de almacenamiento de los productos al momento del muestreo.
En la Tabla 2 se presentan estos datos, donde se observa que las temperaturas
registradas oscilan entre 24.2 'y 29.1 °C, mientras que la humedad relativa varia
entre 72% y 82%.

Tabla 2. Temperatura y humedad relativa de los mercados en los dias de

muestreo.

Humedad

Dia Mercado T (C9 relativa (%)
1 Unicachi PRO 26.5° 80%
2 Unicachi Comas 27.8° 75%
3 Gran mercado mayorista de Lima 26.2° 79%
4 Mercado Caqueta 28.9° 81%
5 Mercado Mayorista de Canto grande 27.3° 74%
6 Unicachi SUR 25.6° 75%
7 Mercado Central Nro 2 29.1° 79%
8 Mercado central 28.3° 82%
9 Mercado Los Incas 24.2° 2%
10 Mercado N°2 de Surquillo 26.1° 82%

6.3. Analisis de micotoxinas

En términos generales, las concentraciones promedio y las desviaciones
estandar de las tres micotoxinas evaluadas han sido mayores en las

harinas destinadas al consumo humano que en aquellas destinadas al

30



consumo animal (Tabla 3). Los valores detallados de las concentraciones
se presentan en el Anexo 7, mientras que los boxplots correspondientes

se encuentran en los Anexos 8y 9.

Tabla 3. Promedios y desviaciones estandar de las concentraciones de

micotoxinas en harinas destinadas a consumo humano y animal.

Tipo de Aflatoxinas Ocratoxinas Fumonisinas
consumo
Promedio | Desv. Est. Promedio Desv. Est. | Promedio | Desv. Est.
Humano 9.509 4.034 0.601 1.094 0.347 0.721
Animal 7.565 3.739 0.332 0.365 0.275 0.582
nhumana:40 r‘|animaI:40

La totalidad de las cuarenta harinas analizadas para consumo humano
resultaron positivas para aflatoxinas (100%), cuatro para ocratoxinas (10%)
y ocho para fumonisinas (20%). En contraste, el andlisis de las cuarenta
harinas destinadas a consumo animal reveld que treinta y nueve contenian
aflatoxinas (97.5%), cero dieron positivo para ocratoxinas (0%) y ocho para
fumonisinas (20%) (Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de muestras positivas por micotoxina y por tipo de consumo.

Micotoxina Harina n° Muestras Positivas
Positivas/n®
muestras
totales
Aflatoxinas Humano 40/40 M1-M40
Animal 39/40 M41-M80 (excepto M54)
Ocratoxinas Humano 4/40 M21, M22, M23, M24
Animal 0/40 Ninguna
Fumonisinas Humano 8/40 M5, M6, M7, M8, M15, M16,
M21, M22
Animal 8/40 M45, M46, M47, M48, M55,
M56, M61, M62
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Graéfico 1. Concentraciones de aflatoxinas en a) harinas de maiz destinadas al
consumo humano y b) harinas de maiz destinadas al consumo animal. La linea roja
indica el limite de deteccién para clasificar las muestras como positivas, establecido

en = 1 ppb. SN2: N°2 de Surquillo, CN2: Central N°2.
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Graéfico 2. Concentraciones de ocratoxinas en a) harinas de maiz destinadas al

consumo humano y b) harinas de maiz destinadas al consumo animal. La linea roja

indica el limite de deteccién para clasificar las muestras como positivas, establecido

en = 1 ppb. SN2: N°2 de Surquillo, CN2: Central N°2.
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Gréfico 3. Concentraciones de fumonisinas en a) harinas de maiz destinadas al

consumo humano y b) harinas de maiz destinadas al consumo animal. La linea roja

indica el limite de deteccién para clasificar las muestras como positivas, establecido

en 2 0.25 ppm. SN2: N°2 de Surquillo, CN2: Central N°2.

Los mercados con las concentraciones promedio mas altas de aflatoxinas

en harinas destinadas al consumo humano fueron el Mercado N°2 de

Surquillo y Unicachi Sur, siendo este ultimo el que presentdé menor

variabilidad. Por el contrario, en las harinas de consumo animal no se
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observaron diferencias claras en las concentraciones de aflatoxinas entre

los mercados (Gréafico 1).

En cuanto a las ocratoxinas, las muestras de harinas de consumo humano
provenientes de Unicachi Pro registraron la mayor concentracion,
acompafada de una alta variabilidad. Para las harinas de consumo animal,
las muestras del mismo mercado presentaron también las mayores
concentraciones de ocratoxinas, aunque con una Vvariabilidad mucho

menor (Grafico 2).

Respecto a las fumonisinas en harinas de consumo humano, aunque el
Mercado de Caqueta registré la muestra con la concentraciébn mas alta,
esta mostrd una gran disparidad con respecto al resto de las muestras del
mismo mercado. En las harinas de consumo animal, el Mercado Central
N°2 present6 las mayores concentraciones promedio de fumonisinas, con

una variabilidad baja (Grafico 3).

A través del test de Shapiro-Wilk, se determiné que las concentraciones de
aflatoxinas, tanto de forma global como separadas por tipo de consumo,
seguian una distribucion normal. En contraste, las concentraciones de
fumonisinas y ocratoxinas no cumplian con este criterio (Anexos 10-12).
Por esta razdn, se aplicO un analisis de varianza (ANOVA) para las
aflatoxinas y pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis y Mann-Whitney)
para las otras dos micotoxinas, con el objetivo de evaluar diferencias
significativas entre los mercados y segun el destino de consumo de las
harinas. En las harinas destinadas al consumo humano, el ANOVA indico
diferencias significativas entre mercados en las concentraciones de
aflatoxinas (p < 0.001). Por otro lado, en las harinas destinadas al consumo
animal, el ANOVA no encontré diferencias significativas entre mercados
para esta micotoxina (p = 0.811) (Anexo 13). Las pruebas de Kruskal-
Walllis, aplicadas a las fumonisinas y ocratoxinas, revelaron diferencias
significativas entre mercados tanto en las harinas de consumo humano
como en las de consumo animal (p < 0.001) (Anexos 14 y 15). EI ANOVA
y las pruebas de Mann-Whitney realizadas para determinar diferencias

generales en las concentraciones
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de las tres micotoxinas segun el destino de consumo indicaron que solo
existian diferencias significativas en el caso de las aflatoxinas (p = 0.0283)
(Anexos 13y 16).

VIl. Discusiéon

El andlisis macroscopico y microscopico permitio identificar a Aspergillus flavus,
Penicillium verrucosum y Fusarium moniliforme como los principales hongos
contaminantes en las harinas de maiz destinadas al consumo humano y animal.
Estos resultados coinciden con investigaciones previas realizadas en otros paises.
Por ejemplo, Asa et al. [80] reportaron, en mercados locales de Abidjan, una
prevalencia similar de A. flavus y diversas especies de Penicillium. Asimismo,
Koskei et al. sefialaron que Fusarium verticillioides, también conocido como F.
moniliforme, fue la especie predominante en productos derivados del maiz

comercializados en Africa Subsahariana [81].

En Latinoamérica, Astudillo y Nacipucha documentaron una alta prevalencia de
especies del género Aspergillus en muestras de granos y harina de maiz
recolectadas en mercados de Cuenca, Ecuador [82]. De forma similar, Coromoto
et al. identificaron en el estado Aragua, Venezuela, a Aspergillus spp., A. flavus y
Penicillium spp. como las principales especies fangicas toxigénicas presentes en
harina de maiz comercializada [83]. Aunque Aspergillus es un contaminante
significativo en harinas de maiz, otros géneros como Fusarium presentan alta
incidencia en condiciones especificas. Por ejemplo, un estudio en Resistencia,
Chaco, Argentina, encontrd que Fusarium spp. estaba presente en el 100% de las
muestras de harina de maiz analizadas, mientras que Aspergillus spp. se detectd
en el 87% [84]. La prevalencia de Aspergillus esta influenciada por factores como
la temperatura y la humedad caracteristicas de regiones tropicales y subtropicales,

incluyendo Costa de Marfil, México y Pera.

En el contexto nacional, estos hallazgos son consistentes con el estudio de Reyes
et al., quienes reportaron una alta incidencia de F. moniliforme en diferentes etapas
de la cadena productiva del maiz, incluida la harina comercializada a granel [85].
Ademas, un estudio realizado en Lima sobre la contaminacion por A. flavus en mani
vendido a granel en los mercados de Productores de Santa Anita y Caqueta

encontrd una correlacion significativa entre
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las practicas inadecuadas de manejo de alimentos y la presencia de este hongo
[86].

Con respecto a las aflatoxinas, internacionalmente, los valores obtenidos en este
estudio son comparables a los registrados en regiones tropicales como México,
pero considerablemente mayores que los reportados en Europa, donde
regulaciones mas estrictas y mejores practicas postcosecha han reducido su
incidencia [87]. A nivel nacional, son similares a los reportados por Rojas et al. [88],
quienes identificaron concentraciones de hasta 33.2 ppb en muestras de una
variedad de Zea mays (mote) en Lima. Estos valores superaron a los registrados
en Cusco y Trujillo, donde también se encontraron aflatoxinas en harina de maiz
[89, 90]. Sin embargo, en otro estudio hecho en mercados de Villa Maria del
Triunfo, aunque se detectaron aflatoxinas en harinas de maiz comercializadas,

estas no excedieron los estandares internacionales [91].

La alta prevalencia de aflatoxinas detectada es preocupante debido a sus efectos
carcinogénicos y genotodxicos bien documentados [47]. La exposicidn cronica a la
aflatoxina B1, producida principalmente por A. flavus [35, 48, 90], se asocia con un
mayor riesgo de cancer hepatico, efectos inmunosupresores y genotoxicos [50,
91]. En casos agudos, puede causar aflatoxicosis, una condicion con alta
mortalidad [34, 49].

En contraste, las concentraciones de ocratoxinas (10% en harinas para consumo
humano) y fumonisinas (20% en harinas para consumo humano y 10% en harinas
para consumo animal) fueron menores, aunque en algunas muestras superaron los
limites permitidos de 1 ppb y 0.25 ppm, respectivamente. Las bajas prevalencias
de ocratoxinas observadas son consistentes con otros estudios que destacan la
variabilidad en los niveles de esta micotoxina en productos almacenados, la cual
esta influenciada por factores como la gestion agricola y las condiciones
ambientales durante el almacenamiento [92]. Por otro lado, la presencia de
fumonisinas en el maiz y sus subproductos es un hallazgo comun, como se ha
reportado en diversos estudios sobre productos comercializados [93]. Este patron
también fue observado por Maldonado en su investigacion sobre muestras de
harina de maiz comercializadas en Resistencia, Chaco, donde se detectaron

niveles significativos de fumonisinas [84].
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El clima de Lima, caracterizado por alta humedad y temperaturas moderadas,
favorece la proliferacion de hongos micotoxigénicos como Aspergillus spp. (27-
33°C), Fusarium spp. (22-28°C) y Penicillium spp. (15-30°C) [94]. Factores como
mala ventilacion, herramientas compartidas y condiciones de almacenamiento
deficientes observados en los mercados también contribuyen a la diseminacion de

esporas fangicas.

El andlisis ANOVA mostré diferencias significativas en los niveles de aflatoxinas
entre mercados en harinas para consumo humano, lo que refleja la variabilidad en
las condiciones de almacenamiento, transporte y manipulacion. Por ejemplo, en un
estudio hecho en el 2017 por Zarate y Huaman en los mercados del Cercado de
Lima, se determind que aproximadamente el 78.5% de las personas encargadas
de manipular los productos no cumplian con las buenas practicas de manipulacion
de alimentos [95]. Sin embargo, estas diferencias no se observaron en harinas para
consumo animal, posiblemente debido a practicas de manejo mas homogéneas en

su cadena de suministro o un mismo origen de materia prima.

Finalmente, las pruebas de Kruskal-Wallis realizadas para las ocratoxinas y
fumonisinas evidenciaron diferencias significativas entre mercados de Lima, tanto
en harinas para consumo humano como animal. Estas diferencias pueden
atribuirse a factores externos, como variaciones en la humedad relativa, las
temperaturas promedio y la duracién del almacenamiento, asi como las practicas
postcosecha especificas [96], como el secado, la limpieza del grano y el manejo

durante el transporte [97].

Una limitacién importante de este estudio fue la falta de medicidén de la actividad
de agua (aw), un factor critico para evaluar el riesgo de presencia de micotoxinas
[65, 86, 98].
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VIIl. Conclusiones

e Esta investigacion confirmo la presencia de hongos potencialmente
micotoxigénicos en todas las harinas de maiz analizadas, tanto para consumo
humano como animal, recolectadas en mercados mayoristas de Lima

Metropolitana.

e Las especies predominantes identificadas fueron Aspergillus flavus (potencial
productor de aflatoxinas), Penicillium verrucosum (potencial productor de
ocratoxinas) y Fusarium moniliforme (potencial productor de fumonisinas), lo
gue confirma la posible relacién entre estos hongos y la presencia de

micotoxinas en las harinas de maiz.

e Los andlisis realizados mediante ELISA competitivo mostraron una alta
contaminacion por aflatoxinas, detectadas en el 100% de las muestras
destinadas al consumo humano y en el 97.5% de las muestras para consumo
animal, con algunos valores que superan los limites internacionales
establecidos. Por otro lado, se identificaron fumonisinas en menor proporcion
(20% en ambos tipos de muestras), mientras que las ocratoxinas estuvieron
presentes de manera limitada, detectandose sélo en el 10% de las harinas

para consumo humano.

e Los mercados con las mayores concentraciones de micotoxinas fueron: para
aflatoxinas el Mercado N2 de Surco y Mercado Mayorista Canto Grande, para
ocratoxinas fue Unicachi PRO, y para fumonisinas, el Mercado de Caqueta y
Mercado Central N°2.

e Se encontr6 que la prevalencia y los niveles de micotoxinas variaron entre los
mercados evaluados, mostrando mayores concentraciones de aflatoxinas en
comparacion con las otras. Esto podria estar relacionado con las condiciones

especificas de almacenamiento y distribucion de cada mercado.

e Los resultados revelaron una relacion entre las especies fungicas identificadas
y las micotoxinas cuantificadas, destacando la influencia de Aspergillus flavus
en la posible produccién de aflatoxinas. Ademas, las harinas destinadas al
consumo humano presentaron concentraciones significativamente mayores de

aflatoxinas en comparacién con las harinas



para consumo animal, lo que podria evidenciar deficiencias especificas en el

manejo y almacenamiento de estos productos.

IX. Recomendaciones

Es imperativo el implementar controles mas estrictos en los mercados mayoristas
para garantizar la inocuidad de los alimentos procesados como las harinas; con
analisis periédicos de micotoxinas y uso de sensor es para monitorear la humedad
durante el almacenamiento. Para que estas medidas funcionen, se necesita
capacitar a los comerciantes y productores de maiz sobre buenas précticas
agricolas tales como el almacenamiento y manejo de los productos, control de
temperatura y humedad, uso de materiales limpios y rotacion de inventarios para

evitar la proliferacion de hongos.

Aunque este estudio proporciona una evaluacion de la contaminacion por
micotoxinas en el producto final, se resalta la importancia de realizar estudios
longitudinales que analicen no solo la estacionalidad; especialmente en climas
tropicales como el de Lima Metropolitana; sino también las distintas etapas de la
cadena de produccion de la harina de maiz. Estos estudios permitirdn identificar
los puntos criticos donde ocurre la contaminacion y disefiar intervenciones

especificas para su prevencion.

La capacitacién de los agricultores en el manejo adecuado de los alimentos durante
las etapas pre, peri y post cosecha es critica para garantizar la calidad y seguridad
de los productos agricolas, asi como para minimizar pérdidas y riesgos por
contaminacion; por lo cual se recomienda monitorear estas condiciones para

determinar los factores asociados a la contaminacion de las harinas de maiz.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuadro de limite en gramos de las unidades formadoras de colonias

permisibles para el consumo.

V.2 Harinas y sémolas.

Agente Categoria Clase n Limite por g
microbiano
m M
4 5
Moho 2 3 5 10 10

Anexo 2. Referencia a la harina de maiz amarillo y blanco al granel.

Anexo 3. Formulas estadisticas para la estimacion del tamafio de muestra

Formula para hallar tamafio de muestra de una poblacién infinita de Cochran W.

G., donde:

requerido.

NxZ*xpx(1—p)

e N es el tamafio de la poblacion.

e Z es el valor correspondiente al nivel de confianza deseado.

e p es la proporcion estimada de la poblacion que tiene la caracteristica

estudiada.

o IN-1)=E*+Zxpx=(1—p)

n es el tamafo de muestra requerida.
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e E es el margen de error deseado expresado como proporcion.

Se reemplazan los valores y obtenemos un n minimo igual a 37 para que sea un

resultado significativo.

N= 20000, Z=1.96, p=0.95, E=0.07

20000 ( 1.96)= %0.95 % (1—0.95)

= T20000—1) = (0.07)2—(1.96) ~0.95 < (1—0.95)
- 20000 x3.8416 x0.95 < 0.05

n 19999 %0.0049+3.8416 < 0.95 > 0.05

n 98.9991+0.1824

n = 3656

99.1815
n ~ 36.931
Si la muestra total es de n=40, y son 10 mercados en tu area de muestreo,

entonces se puede distribuir equitativamente tu muestra de manera aleatoria

entre los mercados para obtener una muestra representativa.

Dividiendo n entre el nUmero de mercados te dara la cantidad recomendada de

muestra por mercado:

vt s CmeTe: _ L — 40,
Muestra por mercado — fr———"r—r—mo- 5 — 4

Por lo tanto, seria recomendable tomar 4 muestras de cada mercado para
asegurar que cada uno esté representado de manera adecuada.
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Anexo 4. Tabla de etiquetado, identificacion y procedencia de la muestra de
harina de maiz.

Distritos Nombre del mercado Tipo de muestra | especie codigo de muestra | Nombre del mercado| Tipo de muestra| especie codigo de muestra
Unicachi SUR Humana Maiz Blanco H17 Animal Maiz Amarillo  |A17
Unicachi SUR Humana Maiz Blanco H18 Animal Maiz Amarillo  |A18
Unicachi SUR Humana Maiz Blanco H19 Animal Maiz Amarillo  |A19
Villa el Salvador Unicachi SUR Humana Maiz Blanco H20 Animal Maiz Amarillo  |A20

Anexo 5: Procedimiento de diluciones seriadas con factor de dilucidon en base a
10 segun la octava edicion del “Manual de analisis bacteriologico” del FDA.

(Fuente: imagen propia).

1ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 20°C
o,
N N TN N N Y 80%RH
Harina de
maiz
(25g)
250 ml 10 ml 10 ml 10 mi 10 ml 10 ml
AP AP AP AP AP AP
225 mi 9ml 9 ml 9ml 9 ml 9 ml

102 10° 10 10°% 10°®
01 ml l J 01 ml l J 01 m l J
é FDA PDA

PDA

Anexo 6. Imagen referencial de las caracteristicas del género Aspergillus spp

(A), Penicillium spp (B) y Fusarium spp (C), respectivamente. (Fuente:

imagen propia).
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Anexo 7. Tabla de concentraciones de aflatoxinas (ppb), ocratoxinas (ppb) y
fumonisinas (ppm) para las muestras de harina de consumo humano y animal

de todos los mercados.

Muestra Mercado Consumo Aflatoxinas | Ocratoxinas | Fumonisinas
ID (ppb) (ppb) (ppm)
M1 Unicachi SUR Humano 16.04 0.003 0.001
M2 Humano 16.47 0.002 0.003
M3 Humano 14.67 0.004 0.003
M4 Humano 12.81 0.001 0.002
M5 Mercado Central Humano 10.75 0.56 1.47

Nro 2
M6 Humano 10.62 0.91 1.62
M7 Humano 14.89 0.82 201
M8 Humano 12.00 0.02 1.79
M9 Mercado N°2 de Humano 15.57 0.002 0.001
Surquillo
M10 Humano 17.55 0.003 0.001
M11 Humano 9.76 0.002 0.001
M12 Humano 16.22 0.002 0.001
M13 Mercado Caqueta Humano 7.56 0.26 0.002
M14 Humano 112 0.12 0.002
M15 Humano 9.43 0.83 2.43
M16 Humano 6.29 0.06 2.10
M17 Mercado los Humano 3.77 0.57 0.002
Incas
M18 Humano 9.01 0.99 0.001
M19 Humano 11.68 0.39 0.002
M20 Humano 5.22 0.68 0.002
M21 Unicachi PRO Humano 5.34 1.44 1.25
M22 Humano 3.51 3.76 1.07
M23 Humano 6.97 4.92 0.04
M24 Humano 8.21 3.69 0.10
M25 Unicachi Comas Humano 10.77 0.80 0.001
M26 Humano 9.00 0.92 0.001




M27 Humano 7.44 0.36 0.001
M28 Humano 3.70 0.43 0.001
M29 Mercado Central Humano 13.13 0.04 0.001
M30 Humano 8.45 0.53 0.001
M31 Humano 11.35 0.25 0.001
M32 Humano 10.18 0.68 0.001
M33 Mercado Humano 10.10 0.003 0.001
Mayorista de
M34 Canto Grande Humano 3.56 0.001 0.001
M35 Humano 8.90 0.004 0.002
M36 Humano 5.75 0.004 0.002
M37 Mercado Humano 6.98 0.002 0.001
Productores
M38 Santa Anita Humano 8.22 0.001 0.001
M39 Humano 7.80 0.004 0.001
M40 Humano 9.56 0.003 0.001
M41 Unicachi SUR Animal 14.44 0.002 0.002
M42 Animal 10.75 0.001 0.001
M43 Animal 8.41 0.004 0.002
M44 Animal 7.84 0.002 0.002
M45 Mercado Central Animal 3.86 0.60 1.86
Nro 2
M46 Animal 4.15 0.43 1.13
M47 Animal 9.32 0.04 191
M48 Animal 5.90 0.53 1.27
M49 Mercado N°2 de Animal 12.12 0.004 0.001
Surquillo
M50 Animal 9.54 0.002 0.001
M51 Animal 2.45 0.001 0.001
M52 Animal 10.90 0.001 0.001
M53 Mercado Caqueta Animal 10.50 0.21 0.002
M54 Animal 0.00 0.18 0.002
M55 Animal 2.90 0.58 143
M56 Animal 13.90 0.12 1.79




M57 Mercado los Animal 5.67 0.81 0.001
Incas
M58 Animal 6.20 0.55 0.001
M59 Animal 14.25 0.28 0.001
M60 Animal 8.13 0.91 0.001
M61 Unicachi PRO Animal 7.68 0.82 0.78
M62 Animal 2.87 0.94 0.60
M63 Animal 6.35 0.89 0.14
M64 Animal 7.23 0.79 0.09
M65 Unicachi Comas Animal 10.90 0.06 0.002
M66 Animal 7.33 0.21 0.001
M67 Animal 4.45 0.96 0.001
M68 Animal 2.10 0.93 0.001
M69 Mercado Central Animal 4.66 0.66 0.001
M70 Animal 6.99 0.81 0.002
M71 Animal 6.95 0.72 0.002
M72 Animal 12.45 0.25 0.001
M73 Mercado Animal 14.66 0.003 0.001
Mayorista de
M74 Canto Grande Animal 5.12 0.004 0.002
M75 Animal 11.12 0.002 0.002
M76 Animal 3.55 0.003 0.001
M77 Mercado Animal 9.18 0.002 0.002
Productores
M78 Santa Anita Animal 3.10 0.001 0.001
M79 Animal 7.89 0.001 0.002
M80 Animal 6.78 0.003 0.001
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Anexo 8. Variaciones en las concentraciones de Aflatoxinas (a, d), Ocratoxinas (b,

e) y Fumonisinas (c, f) en harinas destinadas a consumo humano (a, b, c) y a

consumo animal (d, e, f) entre diferentes mercados. SN2: N°2 de Surquillo, CN2:
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Anexo 9. Tabla con resumen de la prueba de Shapiro-Wilk para la evaluacion de

normalidad para las muestras de consumo humano.

Micotoxinas w valor P
Aflatoxinas 0.97786 0.5953 (Normal)
Ocratoxinas 0.57944 1.23x10°
Fumonisinas 0.54795 4,787 x 10"

Anexo 10. Tabla con resumen de la prueba Shapiro-Wilk para la evaluacion de

normalidad para las muestras de consumo animal.

Micotoxinas w valor P
Aflatoxinas 0.97677 0.5556 (Normal)
Ocratoxinas 0.80293 7.803x10°®
Fumonisinas 0.53239 4.168 x 10™

Anexo 11. Tabla con resumen de la prueba de Shapiro-Wilk para la evaluacion de

normalidad para todas las muestras.

Micotoxinas w valor P
Aflatoxinas 0.98549 0.5035 (Normal)
Ocratoxinas 0.55689 3.648 x 10
Fumonisinas 0.53579 1.671x10™

Anexo 12. Tabla con resumen de ANOVAs aplicados a Aflatoxinas.

Grupos Gradosde | Suma de Media de | ValorF | Valor P
libertad cuadrados | cuadrados
Aflatoxinas en Mercado 9 420.8 46.76 6.562 3.96x10%*
harinas de
consumo Residuales | 30 213.8 7.13
humano
Aflatoxinas en Mercado 9 79.6 8.844 0.57 0.811
harinas de
consumo animal | Residuales | 30 465.7 15.524
Aflatoxinas en Tipos de 1 75.6 75.58 4,997 0.0283*
harinas totales consumo
Residuales | 78 1179.9 15.13
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Anexo 13. Tabla con resumen de Kruskal-Wallis aplicadas a Ocratoxinas.

Grupos Chi-cuadrado df Valor P
Ocratoxinas en harinas de 34.721 9 6.671x10°*
consumo humano

Ocratoxinas en harinas de 33.544 9 0.0001074*
consumo animal

Anexo 14. Tabla con resumen de Kruskal-Wallis aplicadas a Fumonisinas.

Grupos Chi-cuadrado df Valor P
Fumonisinas en harinas de 31.58 9 0.0002353*
consumo humano

Furmonisinas en harinas de 32.592 9 0.0001573*
consumo animal

Anexo 15. Tabla con resumen de Mann-Whitney aplicadas.

Grupos W Valor P
Ocratoxinas en harinas totales | 771 0.7768
Fumonisinas en harinas 788.5 0.8893

totales
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