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PROLOGO

Actualmente en El Salvador se tiene poco conocimiento sobre la importancia de las toxinas
producidas por hongos; Aflatoxinas y Ocratoxinas totales y sus efectos hepatotoxicos y
nefrotoxicos en los seres humanos. Estas sustancias quimicas se encuentran como
contaminantes naturales en granos de maiz, frijol, arroz, mani y frutos secos entre otros.

Las intoxicaciones por estas toxinas pueden ser agudas, pero las de mayor importancia
para los humanos son las crénicas, debido a que la exposicién a bajas concentraciones por
un tiempo prolongado a través de alimentos contaminados son las que provocan los dafios
en higado y rifiones.

En nuestro pais el cultivo de maiz es fundamental por su uso como alimento y por ser fuente
de ingresos econdmicos a los pequefios agricultores que principalmente lo destinan para
autoconsumo, pero el excedente se es destina para la venta para sufragar los costos de
produccién y de esta forma el problema de contaminacién también se expande.

La Universidad Doctor Andrés Bello comprometida con la investigacion en vista de la
carencia de informacién del estado actual de esta problemética realiz6 un tamizado a nivel
nacional que pretendié la determinacién de niveles de contaminacién por Aflatoxinas y
Ocratoxinas totales en maiz, en localidades agricolas de los departamentos de La Libertad
(cantén Atiocoyo), San Miguel (municipio de Villa San Antonio), Chalatenango (municipio
de Nueva Concepcidn) y Sonsonate (cantén Metalio).

Los resultados obtenidos del presente estudio servirdn no solo de referente respecto al
conocimiento de la prevalencia de niveles de contaminacién que sobre pasan los limites
de tolerancia establecidos por la normativa europea, sino que va mas alla, debido a que se
ha abordado desde el lugar de origen conociendo, ademas de las mediciones de
laboratorio, las formas tradicionales agricolas de cultivo, cosecha y almacenamiento del
maiz, por lo cual aporta una linea base a la mejora de practicas agricolas de los productores
gue ponen en riesgo de contaminacion por hongos Yy sus toxinas a este producto en alguna
etapa de su cadena de productiva.

Aun queda mucho que abordar con el estudio de estas micotoxinas, falta por profundizar
en los factores promotores de contaminacion de granos, las medidas de control, el
comportamiento segun la época de cosecha, ademas de sensibilizar sobre la necesidad de
generar mas conocimiento en esta area, con el propdsito de contribuir a la seguridad e
inocuidad alimentaria de los salvadorefios.

Lic. Marco Tulio Magafa Escalante, DHC.
Rector






RESUMEN

Las Aflatoxinas y Ocratoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos,
llamados generalmente micotoxinas, son contaminantes naturales que al ser ingeridos por
humanos o animales a través de alimentos contaminados afectan la salud por sus efectos
mutagénicos y teratogénicos, sus 6rganos diana son higado y rifiones.

El presente estudio fue originado por la carencia de informacién e incertidumbre sobre
contaminacién producida por los hongos del genero Aspergillus y Penicillium en granos de
maiz (Zea mays L.) destinado para autoconsumo, con el propdsito de la deteccion y
cuantificacion de niveles de Aflatoxinas y Ocratoxinas totales en maiz almacenado,
determinacién de la prevalencia de contaminacion y caracterizacion de las practicas y
condiciones post cosecha del maiz, incluyendo el almacenamiento asociadas a la
contaminacién por estas toxinas.

La investigacion se llevé a cabo en localidades agricolas de cuatro departamentos de El
Salvador, tomando como criterios de seleccién estudios realizados por la Universidad
Doctor Andrés Bello que establecieron la prevalencia de marcadores de lesiones hepéticas
y renales en personas mayores de 30 afios de estos sitios. Se obtuvo de cada agricultor
una muestra de granos de maiz y se realizé una entrevista personal con dos items: a)
Informacion agricola y b) Toma de puntos de georreferencia y datos de la muestra. Las
muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Investigacién de la Universidad Doctor
Andrés Bello, mediante Inmunoensayo Enzimatico Competitivo Directo, utilizando Kits
Veratox® para Aflatoxinas y Ocratoxinas totales.

Se encontré positividad en las cuatro localidades para Aflatoxinas totales segun limite
establecido por normativa de la Unién Europea de 4 milmillonésimas de gramo (ppb), con
valores medianos de 6.3 para Villa San Antonio, 60.15 para Nueva Concepcion, 4.75 para
Atiocoyo y 6.5 para Metalio. En Atiocoyo se obtuvo el Gnico valor que supera el limite
maximo permitido Ocratoxinas totales (17.2). Las prevalencias de limites que superan los
valores maximos permitidos para Aflatoxinas totales en las muestras tomadas en La
Libertad, San Miguel y en Sonsonate, superaron el 20%; mientras que en Chalatenango
solo alcanz6 menos del 7% de las alicuotas analizadas, lo que indica que la contaminacion
probable oscila de una frecuencia baja a muy baja.

Se determiné que la practica de dejar transcurrir dos o0 mas meses desde la dobla hasta la
tapisca para el secado de la mazorca en la planta, reduce a un tercio el riesgo de que el
maiz almacenado presente niveles de Aflatoxinas totales por encima del limite maximo
permitido; por consiguiente, esta variable es un predictor significativo de los contenidos
esperados de Aflatoxinas totales en los granos de maiz almacenados.

Se demostré que la forma, la duracion y la superficie de secado del maiz, asi como el
desgranado mecanizado, la aplicacién no exhaustiva de limpieza del grano y del depésito
de acopio y la estimacion de la humedad, previo al almacenamiento, estan
significativamente asociados y podrian influir sobre los contenidos de Aflatoxinas totales
que superen el limite maximo segun la norma europea.






1. INTRODUCCION
1.1 Micotoxinas

Son una variedad de compuestos altamente téxicos resultantes del metabolismo secundario
fungico, producidos en diferentes sustratos bajo ciertas condiciones climatolégicas. Estos
hongos pueden ser saprofitos, reciclando los nutrientes procedentes de la descomposicion
de las materias que hay en el suelo, en la vegetacion y el agua, o parasitando plantas y
animales. La mayoria de las micotoxinas conocidas, hasta ahora, han sido identificadas
como metabolitos secundarios de los Fungi imperfecti, entre los que cabe destacar
principalmente los del genero Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Alternaria,
Neotyphodium, Stachybotrys, Myrothecium, Phoma y Diploidia [1].

El termino metabolito secundario designa a aquellos compuestos que no son
indispensables para el desarrollo o crecimiento de los hongos, en contraste con los
metabolitos primarios, tales como aminoécidos, acidos grasos, sacaridos, acidos nucleicos,
y proteinas. Aunque no se considera la produccién de micotoxinas como un hecho
biol6gicamente beneficioso, las micotoxinas han sido propuestas como compuestos que
proveen a los hongos de las siguientes funciones: (a) papel ecoldgico en la naturaleza, ya
gue compite con la bacteria por el sustrato y (b) papel regulador en el metabolismo [1].

El termino micotoxina, deriva del griego mikes y toxina, que significan hongo y veneno
respectivamente, su produccion tiene lugar cuando la etapa de crecimiento llega a su etapa
final y durante la fase estacionaria (Figura 1). Son moléculas relativamente pequefias
(Pm<700 g/mol). La mayor parte de estos metabolitos se originan en la ruta policeténica,
con una cadena general del tipo R-CO-CH; —CO-CH»>-CO-CH»>-CO-CH>-CO-SCoA, de la
cual se derivan la mayoria de micotoxinas. Existen otras rutas biosintéticas pero son mas
complejas y esa complejidad se relaciona con un menor nimero de especies fungicas
capaces de producirlas [2].

Sintesis de micotoxinas

Log biomasa

L I L I ]
Fase de retraso Fase exponencial Fase estacionaria

Tiempo

Figura 1. Fases de crecimiento fangico y localizacion de la sintesis de micotoxinas [1].



Los hongos toxicogénicos son cosmopolitas, y por lo tanto las micotoxinas son
contaminantes ambientales presentes virtualmente en todas las partes del mundo e inducen
efectos toxicos tras inhalacion o ingestion. La historia de las intoxicaciones por micotoxinas
0 micotoxicosis, data de la Edad Media cuando fueron frecuentes las epidemias de
alucinaciones, delirio y gangrena; en el aifio de 1850 se identificaron a los alcaloides del
cornezuelo de centeno (productos secundarios del hongo Claviceps purpurea) como
agentes causales de enfermedad [1].

Se volvid a tener interés por las micotoxinas cuando a principios del afio de 1960 en el
Reino Unido se produjo la muerte de miles de pavos y patos por contaminacién de la harina
de cacahuete utilizada como alimento por micotoxinas, en concreto por Aflatoxinas [1].

1.1.1 Micotoxicosis

Las micotoxicosis en el hombre y los animales estan caracterizadas como enfermedades
relacionadas con alimentos contaminados, no son contagiosas ni infecciosas, pero si
transferibles. Teniendo en cuenta la concentracién y el tiempo de exposicibn a una
determinada micotoxina y considerando factores individuales como edad, sexo, dieta o
cualquier otra condicion general. Las micotoxicosis pueden inducir una de las siguientes
formas de intoxicacion: (a) aguda: se producen cuando se consumen concentraciones de
moderadas a altas de micotoxinas, produciendo manifestaciones especificas, sindrome de
enfermedad aguda y muerte; (b) crénica: provocadas por la ingesta de niveles de toxinas
de moderados a bajos, causando enfermedades crénicas especificas; y (c) indirecta:
producidas por la ingesta de muy bajas concentraciones de toxinas causando un aumento
de la susceptibilidad a otras infecciones o enfermedades oportunistas [1].

El modo de accidn de las micotoxinas esta determinado por su estructura quimica, y sus
efectos bioquimicos a nivel celular incluyen: interacciones con membranas celulares,
interferencia con el metabolismo energético, interacciones con el ADN, inhibiciéon de la
transcripcién, interferencia con el metabolismo de las purinas e interaccidn con receptores
hormonales [1].

Dependiendo del modo de accion celular, las micotoxinas pueden originar en los
organismos diana una serie de efectos biolégicos que pueden variar mucho entre las
especies fungicas implicadas. En general, en el hombre y en los animales, los efectos
biol6gicos de la mayoria de las micotoxinas comprenden: hepatotoxicidad, nefrotoxicidad,
actividad inmunosupresora, teratogenicidad, mutagenicidad, carcinogenicidad,
estrogenicidad y accion diabetogénica [1].

En 1993, la Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia Internacional para la
Investigacién del Cancer (WHO-IARC por sus siglas en inglés), evaluaron el potencial
carcindgeno de diferentes micotoxinas incluyendo Aflatoxinas, Ocratoxinas, Tricotecenos,
Zearalenona y Fumonisinas. En esta evaluacion, las Aflatoxinas se clasificaron como
compuestos carcinégenos para el hombre (Grupo |) mientras que las Ocratoxinas y las



Fumonisinas se clasificaron como posibles carcindgenos (Grupo 2B); mientras que los
Tricotecenos y la Zearalenona no tienen ese efecto (Grupo 3) [1].

1.1.2 Micotoxinas en los alimentos

La mayoria de alimentos que se consumen no son estériles, por lo general contienen
asociaciones microbianas cuya composicion depende de los organismos que llegan a ellos
y cdmo se multiplican, sobreviven e interaccionan en el alimento con el transcurso del
tiempo. Por su propia naturaleza, los alimentos son nutritivos y aprovechables, por eso son
sustratos optimos para el crecimiento y metabolismo de hongos toxicogénicos [1].

En general, los hongos pueden crecer y producir toxinas en un amplio rango de sustratos.
Las especies flngicas toxicogénicas que se encuentran mas frecuentemente en los
alimentos pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. El contenido en
humedad, pH, temperatura y tiempo, son los factores ambientales mas criticos que
determinan la produccion de micotoxinas en un sustrato y su prevalencia [1].

El desarrollo de hongos y la produccién de micotoxinas pueden producirse antes, durante
y después de la cosecha de cereales, nueces, judias y aceite de semillas. Muchas especies
de hongos (particularmente del género Fusarium) son parasitos de plantas, que junto con
una disminucion de la produccion en la cosecha, pueden producir micotoxinas en las
plantas vivas. En el periodo de la recoleccién, los productos agricolas en ciertas
condiciones comunes de almacenamiento y transporte, pueden verse dafiados e infectados
facilmente por esporas fungicas toxigénicas (particularmente Aspergillus, Penicillium spp.)
adaptadas al crecimiento de la planta y producir micotoxinas [1].

1.2 Aflatoxinas

Las Aflatoxinas By G, letras que se refieren a la fluorescencia azul y verde respectivamente
que emiten estas micotoxinas a la luz UV, son cumarinas sustituidas, conteniendo anillos
de bifurano y configuracion tipo lactona, comunes a todas ellas (Figura 2). Las Aflatoxinas
purificadas en forma cristalizada son bastante termo-resistentes, estables en un rango de
pH entre 3y 10y sus puntos de fusion son superiores a los 250 °C [3]. Estas son producidas
fundamentalmente por tres especies del género Aspergillus: A. flavus (productor de
Aflatoxinas B1 y B>), A. parasiticus y A. nomius. A. flavus (productores de Aflatoxinas B, Ba,
G:1y G2). Las colonias de estas especies son de color verde amarillento a verde olivaceo y
pueden presentar esclerocios marrones o negros, variables en forma y tamafio [1].

La presencia de un hongo toxicogénico en un alimento no implica necesariamente que
llegue a producir micotoxinas y éstas pueden persistir en el sustrato aunque un determinado
hongo ya no se encuentre, por cuanto una especie puede generar mas de una toxina y el
mismo compuesto puede ser producido por mas de un género fungico [1].



El porcentaje de cepas capaces de producir Aflatoxinas no solo dependera del genotipo de
la cepa sino también de toda una serie de factores ambientales que van a ejercer su
influencia sobre el crecimiento y metabolismo de la misma, en el caso de A. flavus, algunos
autores indican que el 40% de los aislamientos son aflatoxigenos, dependiendo de
variaciones geograficas y estacionales. En el caso de las especies A. parasiticus y A.
nomius el porcentaje es mucho mas elevado, alcanzando hasta el 100 % [1].

La presencia y magnitud de la contaminacion por Aflatoxinas varia en funcion de factores
geogréficos, estacionales, también de la manera en que se cultiva, recolecta y se almacena
un producto agricola. Los hongos aflatoxigenos pueden infectar los cultivos en crecimiento
y producir toxinas antes de la cosecha o bien durante la recoleccion y posterior
almacenamiento. A flavus es ubicua y es la especie mas citada sobre los estudios de
micobiota de los alimentos. A. parasiticus parece tener una distribucién geografica méas
limitada; ambas especies se aislan frecuentemente en zonas tropicales y sub tropicales y
presentan una afinidad especial por nueces y semillas oleaginosas. Los cultivos de maiz y
cacahuetes se encuentran habitualmente contaminados por estas especies y también se
aislan en otros cereales y especias. Parece que la incidencia de A. nomius y de las
restantes especies descritas como productoras de micotoxinas es practicamente nula [1].

En general, parece que una actividad de agua alta favorece la produccién de toxinas, asi
pues, el valor 6ptimo para la proliferacion de A. flavus es de 0,99 el valor maximo es de
0,998 y el minimo se estima aproximadamente en 0,82 [3].

Se ha notificado que A. flavus puede proliferar a temperaturas de 10 a 43°C. La tasa de
crecimiento Optima, se produce a una temperatura ligeramente superior a 30°C. A. flavus
produce Aflatoxinas en el intervalo de temperaturas de 15 a 37°C. No es posible especificar
una temperatura 6ptima para la producciéon de toxinas pero entre 20 y 30°C, la produccion
es considerablemente mayor respecto a rangos mas altos o mas bajos. Los efectos de la
actividad del agua y la temperatura sobre el comportamiento de A. parasiticus son similares
a los previamente descritos para A. flavus [3].

La Aflatoxina B:1 es cancerigeno para el hombre (IARC, 1993) y es uno de los agentes
causantes de cancer de higado mas potentes que se conocen, y es la que se presenta en
mayor proporcién en el contenido de Aflatoxinas totales respecto al resto. En 1974, hubo
fallecimientos reportados de personas a causa de intoxicacion aguda por Aflatoxinas en la
India, coincidiendo con el exceso de humedad por lluvia y con la escasez de alimentos que
impulsé el consumo de maiz muy contaminado por hongos [3].
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1.3 Ocratoxinas

Las cepas de Aspergillus Ochraceus junto con otras especies de Aspergillus y Penicillium
son productoras de Ocratoxinas, siendo el tipo A (Figura 3) la de mayor importancia por sus
efectos sobre la salud en humanos y animales, en vista que es un contaminante de los
alimentos, en especial los cereales (avena, trigo, sorgo, maiz, trigo, cebada, arroz), la soya
y el café verde [4]. Inicialmente se identifico en Sudéfrica en 1965, a partir de cultivos de
Aspergillus ochraceus aislados de cereales y legumbres, derivando de esta especie el
nombre de la micotoxina [4].

A. ochraceus crece mas despacio que A. flavus y que A. parasiticus, pero puede
desarrollarse con una actividad de agua de s6lo 0,79. Se ha comunicado también el
crecimiento a temperaturas de 8 a 37°C, y diversas fuentes han sefialado valores éptimos
de 25 a 31°C. La produccion de Ocratoxina A ocurre a temperaturas entre 15y 37°C, pero
el rango 6ptimo es entre 25 y 28°C [3].

Se ha relacionado la Ocratoxina A con la Nefropatia Endémica de los Balcanes, una
enfermedad renal crénica de alta mortalidad que afecta a los habitantes de algunas
regiones de Bulgaria, la ex Yugoslavia y Rumania. La Ocratoxina A ocasiona toxicidad renal
(implicada como un agente causal de tumores epiteliales del tracto urinario superior),
nefropatia e inmunodepresion en varias especies de animales y es cancerigena en
especimenes de experimentacion (IARC, 1993) [4,5].
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Figura 3. Estructura quimica de la Ocratoxina A [1].
1.4 Analisis de micotoxinas en alimentos

La importancia del analisis de micotoxinas en alimentos reside en el cumplimiento de las
reglamentaciones y en la verificacion de los sistemas de control de seguridad alimentaria
con el fin de preservar la salud de la poblacién [1].

1.5 Aspectos legislativos de las micotoxinas y normativa vigente

Desde el descubrimiento de las Aflatoxinas, los gobiernos de la mayoria de los paises del
mundo han fijado los limites maximos aceptables para distintas micotoxinas en los
alimentos para humanos y animales de crianza, mediante la promulgacién de una
reglamentacién especifica y, por consiguiente, la aparicion de una amplia legislacién en el
ambito internacional para los niveles maximos permitidos de una misma micotoxina [1,6].

1.5.1 Aflatoxinas totales en los alimentos

En el afio de 2003 muchos paises reglamentaron a las Aflatoxinas con limites para la suma
de Aflatoxinas B1, B, G1y G», a veces de manera combinada con un limite especifico para
la Aflatoxina B:. El limite que aparece con mayor frecuencia es de 4 ug/kg, aplicado por 29
paises (Figura 4). Ese limite se encuentra en los reglamentos armonizados de la Unién
Europea (UE), Asociacion Europea de Libre Comercio (AELC) y en los paises candidatos a
incorporarse a la UE, donde estan vigentes limites tanto para Aflatoxina B1 (2 ug/kg) como
para las Aflatoxinas totales (4 pg/kg). El otro valor maximo permitido es 20 pg/kg, aplicado
por 17 paises, nueve de América Latina y ocho de Africa; también Estados Unidos se rige
por el valor de 20 pg/kg [6].
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Figura 4. Limites a nivel mundial para Aflatoxinas totales en los alimentos [3].
1.5.2 Ocratoxina A en los alimentos

Actualmente hay 37 paises que imponen limites a los alimentos, especialmente a los
cereales y sus derivados (Figura 5). Estos productos aridos son considerados como la
fuente de exposicion principal para los seres humanos a la Ocratoxina A, por eso la UE ha
fijado el limite de 5 pg/kg, vigente para los cereales sin procesar [6].

50 ug/kg
30 ug/kg
20 ug/kg
15 ug/kg
10 ug/kg

5 ug/k
ug/ke T 29

3uglke o 4 I Numero de paises

0 5 10 15 20 25 30 35

Figura 5. Limites a nivel mundial para Ocratoxina A en los alimentos [3].



1.6 Aflatoxinas y Ocratoxinas totales, estudios en El Salvador

El tema de micotoxinas no es un tema nuevo en el pais, aunque exiguamente estudiado.
De los estudios sobre Aflatoxinas y Ocratoxinas totales en maiz para consumo humano,
son relevantes tres, una investigaciéon a nivel nacional que determind la presencia
Aflatoxinas en muestras de maiz, publicada en 1986 [7] y dos mas recientes [8, 9]. El
principal hallazgo del primer trabajo fue la presencia de Aflatoxina B; en el 50% de las
muestras de maiz, con niveles desde 0.01 hasta 22 ppb [7]. El segundo otro evidencié una
prevalencia del 42.85% de muestras con niveles de Aflatoxinas totales arriba de la norma
europea [8]; mientras que en el tercero, se afirma haber encontrado en el maiz analizado
Aflatoxinas totales con valores desde no detectables con la técnica empleada hasta las
62.95 ppb; en ese mismo estudio, se hallaron Ocratoxinas totales con niveles que oscilaron
desde no detectables hasta las 0.25 ppb [9].

Por consiguiente y considerando que: 1) Hay escasa informacién disponible en El Salvador
sobre eventos y niveles de contaminacion por Aflatoxinas y Ocratoxinas en granos de maiz
(Zea mays L.) destinado mayoritariamente para autoconsumo, 2) La probabilidad que esa
contaminacioén se extienda territorialmente, por cuanto el nimero de posibles afectados no
se limita a quienes cultivan y cosechan el maiz en las localidades de origen, sino a todas
las personas que consumen productos alimenticios elaborados con ese cereal, 3) Los
efectos hepatotoxicos y nefrotdxicos sobre humanos expuestos a estas micotoxinas, por
medio de la ingesta de alimento contaminado durante periodos prolongados, constituyendo
asi un problema latente de salud publica para el pais.

Por consiguiente, la Universidad Doctor Andrés Bello ejecuté esta investigacion que
pretendié: 1) Cuantificar los niveles de Aflatoxinas y Ocratoxinas totales en maiz
almacenado para autoconsumo, 2) Determinar la prevalencia de niveles sobre norma
europea de estas micotoxinas, 3) Caracterizar las practicas y condiciones post cosecha del
maiz, asociadas a la aparicion de niveles sobre norma europea tanto de Aflatoxinas como
de Ocratoxinas totales.



2. METODOS
2.1 Disefio del estudio y muestreo

El presente fue un estudio observacional analitico con un disefio transversal, ajustdndose
a las caracteristicas de un tamizado que pretende la deteccion de casos de contaminacion
por Aflatoxinas y Ocratoxinas totales en granos de maiz, utilizando como criterio de
seleccidon que fueran agricultores que destinan su produccidon de maiz mayoritariamente
para autoconsumo, indistintamente del género, y la participacion voluntaria evidenciada a
través de un documento de consentimiento informado en el que constaba el nombre
completo, el documento Unico de identidad y la firma o huella dactilar (Apéndice I).

La fase de muestreo se realiz6 en el periodo de julio a octubre de 2014. La muestra se tomd
por conveniencia en cuatro localidades agricolas y su tamafio fue de 128. La composicion
de la muestra por territorio quedoé constituida por el 26.6% para el departamento de San
Miguel, el 23.4% para Chalatenango, el 17.2% para La Libertad y el 32.8% para Sonsonate
(Tabla 1, Apéndices I, llI, IV, V).
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Figura 6. Ubicacion geogréfica de las localidades agricolas muestreadas en los municipios
de Villa San Antonio (San Miguel), Nueva Concepcién (Chalatenango), San Pablo
Tacachico (La Libertad) y Acajutla (Sonsonate).



Tabla 1. Composicién y origen de las muestras de maiz, obtenidas por conveniencia para
la deteccién de niveles de Aflatoxinas y Ocratoxinas totales. Julio a octubre de 2014.

Departamento Municipio Cantones Caserios No. de
muestras
San Miguel Villa San San Diego San Dieguito
Antonio Las Fraguas
La Honda
San Marcos Santa Rosa
El Talpetate
Agua Caliente
El Chilamo
Las Joyas
La Chorrera
Cerro Miracapa
El Jicaro
Zona Urbana
Chalatenango Nueva Los Chilamates Las Brisas
Concepcién Santa Rosa Las Trancas 30
Tepeagua
La Libertad San Pablo Atiocoyo Colonia Manuel
Tacachico José Arce
Sonsonate Acajutla Metalio Buenos Aires
Los Méndez
El Jocotal
Corozal
El Manguito
Supervision

34

22

42

Los lugares de muestreo fueron elegidos por criterios basados en los resultados de estudios
anteriores sobre enfermedad renal, ejecutados en 2009 [10] y 2010 [11], en los cuales se
demostré la prevalencia de marcadores de lesiones hepaticas y disfuncion renal en
personas de ambos sexos, mayores de 30 afios, dedicados a actividades agricolas o
domeésticas. La probable vinculacion se sustenta en las evidencias obtenidas que clasifican
a las Aflatoxinas como cancerigeno de origen natural del grupo 1, siendo su 6rgano diana
el higado en el que incrementa el riesgo de aparicién de carcinoma hepatocelular [12];
mientras que la exposicion excesiva a la Ocratoxina A, parece promover el desarrollo de la
Nefropatia Endémica de los Balcanes [4].

2.2 Colecta de datos e instrumentos

La informacién se recabd a través de entrevista a los productores de granos bésicos
realizada por personal del equipo de investigacion, previa y debidamente capacitado. Cada
entrevistador particip6 en varias sesiones précticas evaluadas que permitieron confirmar la
exactitud en la transcripcion de las respuestas, asi como la comparacion y ajuste para
asegurar la concordancia entre los entrevistadores.
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Se utilizé una guia de entrevista para colectar informacién, estructurada en seis secciones
(Apéndice VI) y que fue validada por medio de una prueba piloto realizada en 12 personas
mayores de 18 afios, de ambos géneros y que vivian en zonas rurales al momento de la
prueba.

La seccion primera contemplé los datos generales del agricultor, la seccion segunda
registré datos agricolas respecto al acceso a asistencia técnica post cosecha, variedad de
maiz cultivada, la superficie de siembra, tipos de suelo [13], el rendimiento obtenido y la
localizacion del lugar de cultivo. La seccion tercera indagd sobre los usos del maiz
cosechado, cantidad y porcentaje destinado para consumo humano, animal y venta. La
seccion cuarta reveld datos de interés respecto a la cosecha; tiempo para la recoleccion de
las mazorcas después de la dobla, método para el desgranado (manual o mecanizado). La
seccion quinta explord el manejo post cosecha del grano destinado para autoconsumo:
preparacion de los granos previo al almacenaje (tipo y tiempo de secado), método para la
estimacion de la temperatura (sonido, adicion de sal seca o molido), limpieza pre
almacenaje de granos y de silo, seleccidon de granos con eliminacion de aquellos que
presentan sintomas de ataques por insectos o de microorganismos 0 que se encuentren
fracturados, medios de almacenamiento (sacos, barriles plasticos o metalicos, silo metalico,
cajones de madera) y si esos medios se encontraban sobre tarimas alejadas del sol o si se
almacenan las mazorcas directamente sobre el piso [14]. La seccion sexta es de uso
exclusivo para datos de laboratorio, donde se detalla la Sede Regional mas préxima a la
localidad muestreada, cédigo de identificacion de la muestra, temperatura de
almacenamiento, porcentaje de humedad relativa, fecha de recoleccién, de analisis y del
reporte, resultados de andlisis de Aflatoxinas y Ocratoxinas totales, observaciones
relevantes del andlisis y, finalmente, el sello de los analistas.

2.3 Recoleccion de muestras

La recoleccién de muestras se llevé a cabo en el mes de julio en fechas diferentes en cada
localidad segun programacion y estuvo a cargo del personal del Laboratorio de
investigacion.

2.3.1 Programa de trabajo
2.3.1.1 Tipos de muestras

Se recolectaron muestras de un kilogramo de granos de maiz (Zea mays L.), almacenado
y destinado para autoconsumo de los productores y su nucleo familiar. Las muestras fueron
tomadas con un calador sonda o con un cucharon metalico del contenedor donde se
almacenaba el maiz, segun procedimiento para toma de muestra [15,16].
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2.3.1.2 Fechas de muestreo

Se realizaron reuniones con representantes y agricultores de las localidades, acordando
que las muestras a recolectar serian producto de la cosecha postrera, debido a que esta es
la mas importante en El Salvador debido a que es la de mayor rendimiento en la produccion
de granos, respecto a la Primera y a la denominada como Tunalmil. Se especificd también
que el propietario del maiz almacenado debia estar presente para la firma del
consentimiento informado, ser entrevistado durante la toma de muestra y brindar toda la
informacién adicional requerida por el equipo de investigadores.

2.3.1.3 Diagrama de flujo del proceso de muestreo

Programa de Muestreo

!

Investigacion bibliografica

!

Reunidn con presidentes de Programacion de toma de muestras

ADESCOS para elaborar Elaboracién del con presidentes de ADESCOS en las
cronograma de fechas de E— plan de muestreo - localidades
muestreo en las localidades

Toma de muestras de maiz en las Recoleccién de Toma de coordenadas geograficas
cuatro localidades agricolas segln muestras de maiz l manualmente con dispositivo GPS
cronograma y plan de muestreo de cosecha

l Creacién de un mapa geografico

Transporte de muestras al de las localidades productoras
laboratorio agricolas muestreadas

!

Analisis ELISA-CD cuantitativo para Aflatoxinas y
Ocratoxinas totales en el Laboratorio de Investigacion

Figura 7. Flujo de actividades del proceso de muestreo incluyendo analisis ELISA-CD para
Aflatoxinas y Ocratoxinas totales en muestras de maiz, ejecutado entre julio y octubre de
2014.

2.3.1.4 Descripcion del sitio y la muestra
Cada muestra recolectada conté con la siguiente informacién: fecha y hora de coleccion de

la muestra, coordenadas del sitio (latitud, longitud, altura), descripcion de la localizacién
referente a las sefales visuales, fotografias de las muestras y de los puntos de muestreo,
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descripcion fisica de la muestra, dispositivo de muestreo utilizado, indicacion de coleccién
de duplicado, nombre del responsable de toma de la muestra y cédigo (Apéndice VII) [15].

2.3.1.5 Toma de muestras

Las muestras de maiz se recolectaron de: silos metalicos, barriles plasticos o metalicos, asi
como de sacos conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002 para el Control
de Micotoxinas en Cereales para Consumo Humano, utilizando equipos especializados
para la toma de muestras, mediciones de condiciones ambientales, materiales de embalaje
y etiquetado [15,16].

Para la toma de cada una de las muestras se siguieron estos pasos: observacion del
contenedor y anotacion de las caracteristicas en el instrumento, entrevista al agricultor
propietario del maiz segun la guia respectiva (Apéndice VI), apertura del contenedor y
extraccion de un kilogramo de granos de maiz con el calador sonda o cucharon metélico,
vaciado de la muestra en una bolsa de papel kraft y pesaje en una bascula analoga, toma
de punto de georreferencia con dispositivo GPS y su registro en formulario del Apéndice VI
[15].

2.4 Andlisis de laboratorio
2.4.1 Recepcion de muestras

Tras su recepcién, las muestras se almacenaron por lugar de procedencia, en cuatro
secciones, ingresandose a la base de datos respectiva.

2.4.2 Analisis de composicion esencial y factores de calidad segun Norma Técnica
Salvadorefia NTS CODEX STAN 153:1985

Previo a la preparacion de las muestras para los analisis de Aflatoxinas y Ocratoxinas
totales, se realizé un andlisis de los granos que considerd los siguientes aspectos:
presencia de olores extrafios, insectos vivos, suciedad, materias organicas extrafias,
materias inorgénicas extrafias y granos defectuosos (Apéndice VIII) [17].

2.4.3 Preparacion de la muestray obtencion de extractos

Cada muestra fue sometida a operaciones técnicas unitarias para la obtencion de los
extractos de cada una de las muestras, previo a la marcha analitica de Inmunoensayo
Enzimatico Competitivo Directo (ELISA-CD) para Aflatoxinas y Ocratoxinas totales:

a) Molienda, se tritur6 completamente la muestra (1 kg), primeramente en un molino
de discos manual y luego en uno de cuchillas para la obtencion del tamafio de
particula deseado (similar al de café instantaneo), almacenandose en una bolsa de
papel Kraft.
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b) Cuarteo, con el objetivo de reducir el tamafio de muestra hasta la cantidad requerida
por el método de andlisis ELISA-CD, especificada en 5 g para Aflatoxinas totales y
en 10 g para Ocratoxinas totales, primero se colocé el contenido de la bolsa
(muestra) sobre papel glaseen o una superficie lisa con asepsia previa, luego se
forma un cono para después dividirlo en cuatro porciones iguales con una espétula
de acero inoxidable de 30 centimetros, descartdndose dos de las porciones
diagonales, y formar nuevamente el cono; el paso anterior se repite hasta obtener
una muestra de aproximadamente de 50 g.

c) Pesado, la cuantificacion de la masa se hizo con una balanza semi analitica digital,
separando las cantidades de muestra, dependiendo de lo requerido por el analisis
de cada micotoxina.

d) Extraccion, en un frasco de polietileno terftalato color ambar, con tapa de rosca, se
colocd la muestra de maiz agregandose la mezcla de metanol-agua en
proporciones 70:30 para Aflatoxinas totales y 50:50 para Ocratoxinas totales,
agitandose vigorosamente por tiempos de 3 y 5 minutos, respectivamente.

e) Filtrado, cada extracto se filtré por gravedad, utilizando papel Whatman No. 1.
2.4.4 Técnica de Inmunoensayo Enziméatico Competitivo Directo (ELISA-CD)

Las muestras fueron analizadas cuantitativamente con kits Veratox® para Aflatoxinas y
Ocratoxinas totales de NEOGEN Corporation, distribuidos por AgroBiotek El Salvador, en
el Laboratorio de Investigacion de la Universidad Doctor Andrés Bello.

2.4.4.1 Aflatoxinas totales, principios analiticos

Veratox® es un kit para Aflatoxinas, basado en enzimo-inmuno-andlisis por adsorcion
(ELISA) de tipo directo competitivo, que permite obtener concentraciones exactas
expresadas en milmillonésimas de gramo o partes por billén (ppb). En el analisis, se permite
que la Aflatoxina libre presente en muestras y controles, compita con la Aflatoxina
enzimomarcada o conjugado por los sitios de adsorcion de los anticuerpos en los pocillos
del kit. Tras un lavado con el equipo Mindray MW-12A, se agrega un sustrato que reacciona
con el conjugado adsorbido para producir una coloracion azul; entre mas intenso sea el
color azul, menor sera el contenido de Aflatoxinas. Las muestras se leen con un equipo
lector de micropozos Mindray MR-96A a 650 nm para obtener densidades Opticas, que son
procesadas mediante el Neogen Veratox Software v 3.0.1, para la obtencion de la
concentracion de Aflatoxinas totales en ppb; estos valores se almacenan electronicamente
y se reproducen como impresiones (Apéndice IX) [18].
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2.4.4.2 Ocratoxinas totales, principios analiticos

Veratox® es un kit para Ocratoxinas, que opera mediante ensayo inmunoenzimético
competitivo directo (CD-ELISA) y que permite obtener concentraciones exactas en
milmillonésimas de gramo o ppb. En el analisis, se permite que la Ocratoxina libre presente
en las muestras y controles, compita con la Ocratoxina etiquetada con enzimas (conjugado)
por los puntos de unién de anticuerpos que se encuentran en los pocillos del kit. Después
del lavado con el equipo Mindray MW-12A, se agrega el sustrato que reacciona con el
conjugado de union para producir una coloracién azul; entre mas acentuado es el color azul,
menor sera el contenido de Ocratoxinas totales. Las muestras se leen con un equipo lector
de micropozos Mindray MR-96A a 650 nm para producir densidades épticas. Esos valores
se procesan mediante el Neogen Veratox Software v 3.0.1, para la obtencion de resultados
en ppb, que también son almacenados electronicamente y reproducidos de forma impresa
(Apéndice IX) [18].

2.5 Clasificacién de casos y controles

Para efectos de comparacion se consideraron como casos tanto a las muestras detectadas
con niveles de Aflatoxinas totales mayores de 4 ppb, o con contenidos de Ocratoxinas
totales mayores a 5 ppb. Las muestras que presentaron valores iguales o inferiores a los
limites maximos permitidos para Aflatoxinas (<4 ppb) y Ocratoxinas totales (<5 ppb), seguin
la normativa europea, se clasificaron como controles [6].

Quince indicadores fueron contrastados estadisticamente para determinar si cualquiera de
estas variables esta asociadas significativamente a niveles de Aflatoxinas y Ocratoxinas
totales que supera los limites maximos permitidos por la normativa europea. Los
indicadores previamente mencionados son: el tiempo de recoleccién de mazorcas después
de la dobla, el modo, superficie y tiempo de secado, la estimaciéon de la humedad de los
granos, el desgranado, la limpieza previa, el medio y la temperatura de almacenamiento, la
altitud del sitio de muestreo, la presencia de insectos vivos en las muestras, granos
defectuosos y porcentaje de granos infestados, la suciedad y olores extrafios en las
muestras.

2.6 Andlisis de datos

Los niveles de Aflatoxinas y Ocratoxinas totales, asi como la produccién de grano destinada
para autoconsumo, alimentacién animal y venta, son valores medianos. La superficie
cultivada y el rendimiento total, se expresan como promedios con sus respectivos errores
estandar. El resto de variables demograficas y aquellas relacionadas con las practicas de
preparacion y almacenamiento del grano de maiz, se presentan como porcentajes.

La razon de ventajas o de productos cruzados (RV) fue utilizada para determinar la

asociacion y nivel de significancia entre determinadas practicas de cosecha, manejo post
cosecha, composicion esencial y factores de calidad de los granos de maiz, con los niveles
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detectados de Aflatoxinas y Ocratoxinas totales arriba de la norma europea, pues son
considerados como factores potenciales de riesgo a contaminacion. Los andlisis
estadisticos para determinar esa asociacion se realizaron con el programa IBM SPSS
Statistics version 22.

Para la estimacion del valor predictivo de cada una de las variables anteriormente
mencionadas y consideradas como posibles promotoras de niveles de Aflatoxinas totales
sobre el limite establecido por la normativa europea, se gener6 un modelo basado en
ecuaciones estructurales, empleando el programa IBM SPSS AMOS version 22. La
modelacion estd basada en el analisis multivariante de datos, que tiene mayor precision
que la regresién multiple [19]. En todos los analisis se tom6 a p<0.05 como nivel de
significacion estadistica.
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3. RESULTADOS
3.1 Caracteristicas de la poblacion participante del tamizado por localidad agricola
3.1.1 San Miguel

La totalidad de los agricultores participantes en el tamizado del municipio de San Antonio
(San Miguel) son hombres, la edad mediana del grupo es de 49 afios y menos del 50%
tiene algun nivel educativo (Tabla 3).

Estos productores cultivan el maiz en una superficie promedio de una manzana, con una
produccién promedio de 20 quintales por cosecha, destinada mayoritariamente al consumo
humano (90%) y una fracciébn minoritaria para alimentacion animal (5%). La mayor parte de
estos cultivadores son receptores del paquete agricola (>75%), aunque menos del 10% son
beneficiarios del Programa de Agricultura Familiar (PAF) y por debajo del 3% recibe
asistencia técnica para manejo post cosecha del maiz (Tabla 3).

Consistente con la dependencia del paquete agricola, poco mas del 70% de productores
utilizan semilla certificada de maiz Pioneer DuPont® o CENTA H59 y menos del 6% recurre
a la variedad resistente a la sequia CENTA Pasaquina. Es destacable que poco mas del
20% utilice semilla de variedades criollas de maiz (Tabla 3).

3.1.2 Chalatenango

La mayoria de los informantes de Nueva Concepcién (Chalatenango) son hombres (86.7%),
con una mediana de 52 afios de edad y que han alcanzado algun nivel educativo (73.4%,
Tabla 3).

La superficie media destinada al cultivo de maiz es de dos manzanas, logrando una
produccion promedio de 109 quintales por cosecha; ésta se destina principalmente para
consumo humano (60%) y el resto para venta (30%). La mayoria de productores es
beneficiado con el paquete agricola (80%) y el 20% es receptor de asistencia técnica para
manejo post cosecha del maiz (Tabla 3).

Considerando la dependencia del paquete agricola por los agricultores entrevistados, la
totalidad recurre a la semilla certificada de maiz CENTA H59 o Pioneer DuPont® (Tabla 3).

3.1.3 La Libertad

La totalidad de los agricultores entrevistados en el municipio de San Pablo Tacachico (La
Libertad) son hombres, la edad mediana del grupo es de 49 afios y solo el 54.5% de
informantes tiene algun nivel educativo (Tabla 3).

Estos productores cultivan el maiz en una superficie promedio de una manzana, logrando

una produccion promedio de 36 quintales por cosecha, que destinan principalmente para la
venta (72.5%) y, en menor medida, al consumo humano (27.5%). Similar a los productores
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de las localidades anteriores, la mayoria reciben el paquete agricola (>68%) y menos del
5% se beneficia con asistencia técnica para el manejo post cosecha del maiz (Tabla 3).

Todos los agricultores entrevistados de Atiocoyo, utilizan semilla certificada de maiz CENTA
H59 o DEKALB Monsanto®, coincidiendo con la dependencia del paquete agricola (Tabla
3).

3.1.4 Sonsonate

La mayoria de los informantes de Metalio (Sonsonate) son hombres (85.7%), con una
mediana de 47 afios de edad pero mayor educacién formal que el resto de agricultores
participantes, puesto que el 78.6% tienen los niveles Basico y Medio (Tabla 3).

La superficie media destinada al cultivo de maiz es de una manzana, logrando una
produccién promedio de 38 quintales por cosecha; ésta se destina principalmente para
consumo humano (90%) y solo el 5% para venta. La mayoria de productores es beneficiado
con el paquete agricola (71%) y ninguno de éstos recibe de asistencia técnica para manejo
post cosecha del maiz (Tabla 3).

La mayor parte de los agricultores entrevistados de Metalio (>95%), recurre al uso de

semilla certificada de maiz CENTA H59 o Pioneer DuPont ® y menos del 5% utiliza semilla
de variedades criollas de maiz (Tabla 3).
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Tabla 2. Caracteristicas demogréficas y agricolas de la muestra por conveniencia de cada localidad agricola.

Caracteristicas Villa San Antonio Nueva Concepcién San Pablo Acajutla (cantén
(cantones San Diego (canton Santa Rosay ACPA? Tacachico Metalio)
y San Marcos) Los Chilamates) (cantén Atiocoyo) n=42
n =234 n =30 n =22
Informante masculino (%) 34 (100.0) 26 (86.7) 22 (100.0) 36 (85.7)
Informante femenino (%) 0 (0.0) 4 (13.3) 0 (0.0) 6 (14.3)
Edad mediana (percentil 75) 49 (60) 52 (60) 49 (57.75) 47.5 (60.75)
Escolaridad (%)
Ninguna 18 (52.9) 8 (26.7) 10 (45.5) 9 (21.4)
Bésica 1° Ciclo 12 (35.3) 8 (26.7) 6 (27.3) 7 (16.7)
Bésica 2° Ciclo 2 (5.9) 8 (26.7) 3 (13.6) 15 (35.7)
Bésica 3° Ciclo 2 (5.9) 4 (13.3) 2(9.1) 10 (23.8)
Media 0 (0.0) 2 (6.7) 1(4.5) 1(2.4)
Datos agricolas generales
Superficie cultivada promedio mz.? 1.074 (0.0672) 2.557 (1.2321) 1.080 1.110
(Error Estandar de la Media:EEM). (0.12797) (0.1396)
Produccion promedio (qq)2 (EEM). 20.15 (2.434) 109.80 (37.367) 36.36 (6.589) 38.00 (3.872)
Produccion mediana para 90% 60% 27.5% 90%
autoconsumo humano
Producciéon mediana para animales 5% 0% 0% 0%
Produccién mediana para venta. 0% 30% 72.5% 5%
Beneficiario paquete agricola (%) 27 (79.4) 24 (80.0) 15 (68.2) 30 (71.4)
Beneficiario del PAF (%) 3 (8.8) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Beneficiario asistencia técnica post 1(2.9) 6 (20.0) 1(4.5) 0 (0.0)
cosecha (%)
Datos agricolas: variedad del cultivar
CENTA H-59 (%) 9 (26.5) 27 (90.0) 18 (81.8) 34 (80.9)
PIONEER DuPont® (%) 15 (44.1) 3(10.0) 0 (0.0) 6 (14.3)
DEKALB Monsanto® (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 4 (18.2) 0 (0.0)
CENTA Pasaquina (%) 2(5.9) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Criollo (%) 7 (20.6) 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (4.8)

L ACPA: Asociacién Cooperativa de produccidn Agropecuaria “Hacienda Los Chilamates”.

2 mz: Manzana (6,989 m?)
3 gq: Quintal (100 libras o 45.37 kg)
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Tabla 3. Practicas de preparacion y almacenamiento del grano de maiz, por cada localidad agricola muestreada.

Caracteristicas Villa San Antonio Nueva Concepcidn San Pablo Acajutla (cantén
(cantones San Diego  (cantén Santa Rosay ACPA Tacachico Metalio)
y San Marcos) Los Chilamates) (cantén Atiocoyo) n=42
n =234 n =30 n=22

Recoleccion mazorcas < 2 meses 8 (23.5) 2(6.7) 2(9.1) 20 (47.6)
post dobla (%)

Recoleccion mazorcas = 2 meses 26 (76.5) 28 (93.3) 20 (90.9) 22 (52.4)
post dobla (%)

Desgranado a maquina (%) 3(8.8) 30 (100.0) 21 (95.5) 38 (90.5)

Desgranado manual (%) 31(91.2) 0 (0.0) 1(4.5) 4 (9.5)

Secado en troje (%) 3 (8.8) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Secado directo al sol (%) 31 (91.2) 18 (100.0) 21 (100.0) 40 (100.0)

Secado sobre piso de cemento (%) 7 (20.0) 16 (53.3) 3(15.0) 23 (53.5)

Secado sobre plastico laminar (%) 18 (51.4) 2(6.7) 9 (45.0) 18 (41.9)

Secado en la planta doblada (%) 10 (28.6) 12 (40.0) 8 (40.0) 2 (4.6)

Tiempo de secado: 1 dia (%) 0 (0.0) 12 (70.6) 6 (37.5) 13 (32.5)

3 dias (%) 13 (50.0) 5(29.4) 7 (43.8) 27 (67.5)

21 semana (%) 13 (50.0) 0 (0.0) 3(18.2) 0 (0.0)

Estimacion humedad grano: sonido (%) 33(97.1) 22 (56.4) 19 (86.4) 40 (93.0)

Sal seca y molido (%) 0 (0.0) 9 (23.1) 1(4.5) 2(4.7)

Ninguna (%) 1(2.9) 8 (20.5) 2(9.0) 1(2.3)

Limpieza pre almacenaje completa (%) 30 (93.8) 18 (60.0) 12 (75.0) 40 (95.2)

Limpieza pre aimacenaje incompleta (%) 2 (6.2) 12 (40.0) 4 (25.0) 2 (4.8)

Medio almacenaje: sacos (%) 4 (11.4) 3(9.1) 1(4.2) 3 (6.2)

Barriles (%) 4 (11.4) 1(3.0) 8 (33.3) 6 (12.5)

Silos o graneros (%) 25 (71.4) 29 (87.9) 15 (62.5) 39 (81.3)

Trojes o depésitos de madera (%) 2 (5.7) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Composicién esencial y factores de calidad en los granos

Olores extrafios en la muestra (%) 4(11.8) 2 (6.7) 1(4.5) 2 (4.8)

Insectos vivos en la muestra (%) 10 (29.4) 10 (33.3) 11 (50.0) 18 (42.9)

Suciedad en la muestra (%) 0 (0.0) 2 (6.7) 0 (0.0) 2 (4.8)

Materia organica extrafia en muestra (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Materia inorganica extrafia en muestra (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Granos defectuosos (%) 3(8.8) 2 (6.7) 3 (13.6) 1(2.4)
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3.2 Caracteristicas de las practicas de preparacion y almacenamiento del grano de
maiz, por cada localidad agricola muestreada

3.2.1 San Miguel

En el municipio de Villa San Antonio, la mayoria de agricultores (>75%) deja doblado el
maiz dos meses 0 mas y el resto (<24%) lo deja por un tiempo menor previo a la tapisca
(Tabla 4).

Entre los agricultores de esta localidad, el desgranado se hace mayoritariamente de forma
manual (>90%) y una minoria lo realiza a maquina (8.8 %); también es predominante hacer
el secado directamente al sol (>90%), realizadndolo principalmente sobre plasticos laminares
negros o toldos (>50%) o en patios con piso de cemento (20%). No hay un periodo
predominante de secado del grano, la mitad de los productores lo deja durante una semana
0 mMas, mientras que la otra utiliza tres dias 0 menos. La mayor parte de agricultores estima
la humedad del grano previo a su almacenamiento a través de sonido (>95%, Tabla 4).

Se considera como limpieza completa pre almacenaje a la que incluye el grano y el
contenedor, y como incompleta a la aplicada a uno u otro pero no a ambos. La mayor
proporcion de los agricultores entrevistados realiza limpieza completa pre almacenaje
(>93%), en tanto que menos del 7% lo hace de forma incompleta (Tabla 4).

Para el almacenaje del grano, la mayoria de productores utiliza silos metdlicos o graneros
(>70%), barriles plasticos o metélicos (11%) y sacos (11%). En San Antonio fue la Unica
localidad muestreada en la que todavia se almacena en trojes (<6%, Tabla 4).

De todas las muestras sometidas al analisis de granos, menos del 12% presentaron olores
extrafios y cerca del 30% contenian insectos vivos. Una fraccion inferior al 9% de los granos
se consideraron defectuosos sea por dafios mecanicos o causados por insectos 0 sus
larvas, por estar descoloridos, manchados o germinados (Tabla 4).

3.2.2 Chalatenango

En el municipio de Nueva Concepcion, la mayoria de agricultores (>93%) deja doblado el
maiz dos meses 0 mas y el resto (<7%) lo deja por un tiempo menor previo a la recoleccion
(Tabla 4).

La totalidad de agricultores de esta localidad hace el desgranado con maquina y seca
directamente al sol, sobre patios con piso de cemento (53.3%) o0 sobre plasticos laminares
negros (6.7%). El periodo predominante de secado del grano es de un dia (70.6%) y menos
recurrente el de tres dias (29.4%). La mayor parte de agricultores estima la humedad del
grano, previo almacenamiento, por medio del sonido (56.4%), aunque lo hacen también por
adicion de sal seca y molido (23.1%, Tabla 4).

La mayoria de los agricultores entrevistados hace limpieza completa pre almacenaje (60%),
mientras que el resto la realizan de forma incompleta. El principal medio de almacenamiento
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utilizado es el silo metélico (87.9%), aunque se utilizan también sacos (9.1%) y barriles
plasticos o metalicos (3%, Tabla 4).

Del total de muestras sometidas al andlisis de granos, menos del 7% presentaron olores
extrafios y el 33% contenia insectos vivos. Aproximadamente el 7% de las muestras de
granos presentaron suciedad y otra proporcién similar se clasific6 como defectuosa (Tabla
4).

3.2.3 La Libertad

Similar a las localidades anteriores, la mayoria de agricultores informantes del cantén
Atiocoyo (>90%) deja doblado el maiz dos meses o mas antes de la recolecta, en tanto el
resto (9%) lo deja por un tiempo menor (Tabla 4).

El desgranado mecanizado es predominante entre los agricultores de este cantén (95.5%)
y una minoria lo realiza de forma manual (4.5%), al igual que el secado directo al sol (100%).
Este ultimo procedimiento se hace sobre plasticos negros (45%) o en patios con piso de
cemento (15%). Predominan tanto el periodo de tres o menos dias para el secado del grano
(81.3%), como las préacticas de estimar la humedad del grano a través del sonido (86.4%)
y realizar la limpieza completa del grano y del depdsito de almacenamiento (75%, Tabla 4).
Por otra parte, prevalece en productores la utilizacion de silos metalicos (62.5%) y de
barriles (33.3%) como depdsitos del grano (Tabla 4).

Resultante del analisis de muestras recolectadas en Atiocoyo, la mitad presentd insectos
vivos, cerca del 14% de las alicuotas tenian granos defectuosos y en menos del 5% se
percibieron olores extrafios (Tabla 4).

3.2.4 Sonsonate

En el cantdn Metalio del municipio de Acajutla, no hay un periodo entre la dobla del maiz y
la tapisca que predomine claramente, puesto que una mitad de los productores recolecta
después de dos meses y la otra lo hace antes de ese limite de tiempo (Tabla 4).

Prevalecen las practicas de desgranar a maquina (90.5%), de secar directamente al sol
(100%) y de hacerlo en patios con piso de cemento (53.5%) o sobre plasticos laminares
negros (41.9%). Otras practicas predominantes son el secado del grano durante tres dias
0 menos (100%), la estimacién de su humedad por medio del sonido (93%) y de realizar
una limpieza completa previa al almacenamiento (95.2%). Los silos metélicos (81.3%) y los
barriles (12.5%) son los depdsitos para guardar el grano de mayor uso (Tabla 4).

De todas las muestras sometidas al andlisis de granos, aproximadamente el 43%

presentaron insectos vivos y casi en el 5% se percibieron olores extrafios. Una fraccion
inferior al 2.5% de los granos se clasificaron como defectuosos (Tabla 4).
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3.3 Niveles de Aflatoxinas y Ocratoxinas totales, determinados en cada localidad
agricola muestreada

En los dos cantones de Villa San Antonio, San Miguel, nueve de 34 muestras de maiz
presentan cantidades que sobrepasan el limite de 4 ppb para Aflatoxinas totales. El valor
mediano para esas muestras es de 6.3 ppb, alcanzando un maximo de 66.9 ppb. Las 25
muestras restantes presentan un valor mediano de 0.3 ppb. Para7 Ocratoxinas totales, los
niveles de todas las muestras se encuentran bajo el limite de 5 ppb, con un nivel mediano
de 0.35 ppb (Figura 8).

Dos de las 30 muestras recolectadas en Nueva Concepcién (Chalatenango) y que
sobrepasan el limite permitido para Aflatoxinas totales, tienen un contenido mediano de
60.15 ppb, con un valor maximo de 114 ppb. Las 28 muestras con niveles inferiores al valor
limitrofe, presentan un contenido mediano de 1.05 ppb (Figura 9).

Los niveles de Ocratoxinas totales en las 34 muestras de Nueva Concepcion, se encuentran
bajo los limites permitidos respecto a la normativa europea, con un valor mediano de 0.5
ppb (Figura 9).

En el cantén Atiocoyo, La Libertad, las seis muestras que resultaron con niveles iguales o
superiores al limite méximo permitido, tienen una mediana de 4.75 ppb; mientras que las
16 alicuotas restantes, con contenidos por debajo del valor limitrofe, presentan una
mediana de 0.7 ppb (Figura 10).

Atiocoyo es la localidad que presentd el Unico caso de contaminacion probable por
Ocratoxinas totales, con un nivel de 17.2 ppb, superando el limite maximo permitido de la
normativa europea. Las 21 muestras restantes estan por debajo de ese limite y tienen un
nivel mediano de 1.2 ppb (Figura 10).

Nueve muestras de las 42 recolectadas en el cantén Metalio presentan niveles que superan
el limite maximo permitido de la norma europea y tienen un contenido mediano de 6.5 ppb
(Figura 11); las concentraciones de las 33 alicuotas remanentes estan por debajo del valor
limite, con una mediana de 0.5 ppb.

Los contenidos de Ocratoxinas totales en las 42 muestras obtenidas en la misma localidad,

se encuentran bajo los limites permitidos respecto a la normativa europea, con un valor
maximo de 3.9 ppb y una mediana de 0.0 ppb (Figura 11).
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Figura 8. Niveles medianos de Aflatoxinas totales y de Ocratoxinas totales detectados en
muestras de granos de maiz, colectadas en los cantones San Marcos y San Diego, Villa
San Antonio, San Miguel. Las cajas azules representan la agrupacion de niveles arriba de
la norma europea para Aflatoxinas totales (24 milmillonésimas de gramo) y para
Ocratoxinas totales (=5 milmillonésimas de gramo); en las cajas verdes se visualizan los
valores de niveles debajo de la misma norma (<4 y <5 milmillonésimas de gramo,
respectivamente). Datos obtenidos durante muestreo realizado de julio a octubre de 2014.
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Figura 9. Niveles medianos de Aflatoxinas totales y de Ocratoxinas totales detectados en
muestras de granos de maiz, colectadas en los cantones Santa Rosa y Los Chilamates,
Nueva Concepcién, Chalatenango. Las cajas azules representan la agrupacion de niveles
arriba de la norma europea para Aflatoxinas totales (=4 milmillonésimas de gramo) y para
Ocratoxinas totales (=5 milmillonésimas de gramo); en las cajas verdes se visualizan los
valores de niveles debajo de la misma norma (<4 y <5 milmillonésimas de gramo,
respectivamente). Datos obtenidos durante muestreo realizado de julio a octubre de 2014.
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Figura 10. Niveles medianos de Aflatoxinas totales y de Ocratoxinas totales detectados en
muestras de granos de maiz, colectadas en el canton Atiocoyo, San Pablo Tacachico, La
Libertad. Las cajas azules representan la agrupacion de niveles arriba de la norma europea
para Aflatoxinas totales (=4 milmillonésimas de gramo) y para Ocratoxinas totales (=5
milmillonésimas de gramo); en las cajas verdes se visualizan los valores de niveles debajo
de la misma norma (<4 y <5 milmillonésimas de gramo, respectivamente). Datos obtenidos
durante muestreo realizado de julio a octubre de 2014.
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Figura 11. Niveles medianos de Aflatoxinas totales y de Ocratoxinas totales detectados en
muestras de granos de maiz, colectadas en el canton Metalio, Acajutla, Sonsonate. Las
cajas azules representan la agrupacion de niveles arriba de la norma europea para
Aflatoxinas totales (24 milmillonésimas de gramo) y para Ocratoxinas totales (25
milmillonésimas de gramo); en las cajas verdes se visualizan los valores de niveles debajo
de la misma norma (<4 y <5 milmillonésimas de gramo, respectivamente). Datos obtenidos
durante muestreo realizado de julio a octubre de 2014.
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3.4 Prevalencia de casos de contaminacién por Aflatoxinas y Ocratoxinas totales
determinados en cada localidad agricola muestreada

Las prevalencias de contaminacion probable de granos de maiz, tanto para Aflatoxinas
totales como para Ocratoxinas totales por localidad muestreada, se presentan en la Figura
12. Entodos los lugares, la ocurrencia de mediciones arriba de la norma europea fue mayor
para la Aflatoxinas que para la Ocratoxinas.

Las prevalencias de contaminacion probable por Aflatoxinas totales en las muestras
tomadas en Atiocoyo (La Libertad), Villa San Antonio (San Miguel) y en Metalio
(Sonsonate), superaron ligeramente el 20% (27.3, 26.5 y 21.4%, respectivamente);
mientras que en Nueva Concepcién (Chalatenango) solo alcanzé el 6.7% de las alicuotas
analizadas (Figura 12).

Los casos de contaminacion probable por Ocratoxinas totales se detectaron en Atiocoyo
con una prevalencia del 4.5% (Figura 12); coincidentemente, esa localidad es la Unica que
presentd positividad para ambas micotoxinas, ademas de tener los valores de prevalencia
mas alta para la Aflatoxinas totales. En el resto de localidades no se encontraron niveles
arriba de la norma europea para Ocratoxinas totales.
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Figura 12. Prevalencias de contaminacion probable de granos de maiz, tanto para
Aflatoxinas totales como para Ocratoxinas totales en las localidades de Villa San Antonio,
Nueva Concepcion, Atiocoyo y Metalio expresadas como porcentajes. Datos obtenidos
durante muestreo realizado de julio a octubre de 2014.
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3.5 Practicas de preparacion y almacenamiento del grano de maiz, asociados a
niveles de Aflatoxinas y Ocratoxinas totales arriba de la norma europea

De las ocho précticas y dos condiciones de preparacién y almacenamiento del maiz, asi
como de los factores de composicion esencial del grano que podrian influir sobre los niveles
de Aflatoxinas totales, el analisis en conjunto demostré que el tiempo que transcurre desde
la dobla a la tapisca, previo al engranerado, es un predictor significativo de los contenidos
esperados de esa micotoxina (B = 0.18, p = 0.040, Figura 13). Se determiné también que
dejar transcurrir dos 0 mas meses después de la dobla para hacer la tapisca reduce a un
tercio la probabilidad de presentar valores de Aflatoxinas totales arriba del limite maximo
permitido por la norma europea (Razén de Predominio = 0.309, p = 0.009; IC 95% [0.125,
0.762)).

Otras practicas identificadas como probablemente incidentes sobre los contenidos que
sobrepasan la norma de Aflatoxinas totales, son: la forma de secado (asoleo vs. troje vs.
ninguno) y la superficie de secado (piso de cemento vs. plastico laminar vs. planta doblada),
aungue ninguna demostré ser significativamente significativa.

No obstante, con el analisis multivariante se determiné que la forma de secado esta
significativamente correlacionada tanto con el tiempo de secado (1, 3 0 =7 dias [r = 0.55
p<0.001]), como con la superficie de secado (piso de cemento, plastico laminar o planta
doblada [r = 0.51, p<0.001]). Las ultimas dos practicas también estan asociadas de forma
significativa (r = 0.42, p<0.001, Figura 13).

La magnitud y signo de esos coeficientes parecen sugerir que la practica de dejar la
mazorca en la planta doblada se asocia con un tiempo mayor a dos meses previos a la
corta, también con el secado durante tres dias 0 menos antes de desgranar y con la no
exposicion directa al sol para la desecacion (secado en troje), previo al almacenamiento y
fumigacion o “curado” definitivo del grano.

Se identificaron otras practicas potenciales de riesgo como el desgranado a maquina en
lugar de la forma manual, la aplicacién no exhaustiva de limpieza del grano y del depésito,
asi como en la forma de estimar la humedad de la semilla antes de almacenar. Aunque no
pudo demostrarse significacion en el efecto de estos factores sobre los niveles fuera de
norma de las Aflatoxinas totales, si fue posible comprobarla en la correlacién que existe
entre esas practicas (Figura 13).

Las cotas de altitud de la zona de almacenamiento (<100, 101 a 300, 301 a 500, 501 a 850
m.s.n.m.) estan significativamente asociadas a la temperatura del depdsito de acopio (r =
0.37, p<0.001, Figura 13), independientemente del tipo (troje, saco, barril o silo); de manera
gue cuanto mayor sea la altitud del sitio de almacenamiento, menor sera la temperatura
dentro del dispositivo.

Respecto a lo anterior, se comprob6 que la temperatura del medio de almacenamiento
disminuye a medida que aumenta la altitud del sitio de acopio del grano ([y = 42.90 - 0.023x,
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R2=0.690, p<0.001], Figura 14). Por otra parte, se demostr6 también linealidad significativa
e inversamente proporcional entre la temperatura del depdsito y la humedad relativa
porcentual del mismo (y = 133.84 - 2.488x, R2 = 0.721, p<0.001), indicando que en cuanto
la primera variable se reduce, la segunda tiende a aumentar y viceversa (Figura 15).

La presencia de granos defectuosos en la muestra podria ser otro predictor de niveles de
Aflatoxinas totales sobre la norma europea, aunque no pudo demostrarse significacion en
el efecto ejercido. No obstante, hallar semillas dafiadas en la muestra esta relacionada
también con la proporcién de granos infestados por insectos (r = 0.48, p<0.001, Figura 13),
indicando que a mas cantidad de granos con dafios, el porcentaje de infestacion sera
mayor.
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Figura 13. Modelo predictivo de los niveles de Aflatoxinas totales en los granos de maiz,
segun el efecto de ocho practicas y dos condiciones de preparacion y almacenamiento de
la semilla (R2=0.071, x2=252.888, 84 gl., p<0.001, n = 128). Los numeros sobre las flechas
unidireccionales son coeficientes p estandarizados y aquellos sobre las bidireccionales son
coeficientes de correlacion (r). Datos obtenidos durante muestreo realizado de julio a
octubre de 2014.
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Figura 15. Relacion inversamente proporcional entre la temperatura y la humedad relativa
porcentual del depdsito de almacenamiento de granos de maiz analizados. Las variaciones
de ambos factores se ajustan a una curva definida por y = 133.84 — 2.488x, delineada en
rojo, con un R2 = 0.721, p<0.001. Las curvas en color azul representan al intervalo de
confianza al 95%, respecto a la media de la muestra.
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4. DISCUSION

4.1 Factores promotores del crecimiento de hongos toxicogénicos y la produccion
de micotoxinas en granos de maiz

El secado del maiz es una actividad agricola que los agricultores de las localidades
muestreadas realizan de forma tradicional (secado natural). No existe una forma Unica de
realizar esta actividad, pero mayoritariamente lo hacen en la planta doblada en el lugar de
cultivo; de hecho, en este trabajo se demostré que dejar transcurrir dos 0 mas meses entre
la dobla de la planta y la recoleccion de las mazorcas puede reducir a un tercio la
probabilidad de que los granos presenten valores de Aflatoxinas totales arriba del limite
maximo permitido. Este hallazgo coincide parcialmente con lo expuesto por la FAO que
afirma que la falta de un secado adecuado es una de las principales fuentes de pérdidas de
granos aptos para consumo [20], aunque atribuye también la falencia en el secado a la
practica recurrente de la mayoria de pequefios los agricultores a dejar sus frutos en la
planta, exponiéndolos a la intemperie y potencialmente al ataque de insectos e infestacion
por hongos. No obstante las posibles pérdidas, los pequefios productores contintdan
empleando este método por su practicidad y bajo costo de mano de obra.

Luego del secado en la planta, los productores proceden a desgranar de forma manual o a
maquina, y la mayoria los expone al sol sobre superficies como toldos plasticos o en piso
de cemento para asegurar la reduccion del nivel de humedad del grano deseada; ademas,
el tiempo que lo exponen al sol en esta fase puede variar desde un dia hasta mas de una
semana, dependiendo de los resultados obtenidos en experiencias previas. El tiempo de
secado es crucial ya que la reduccién de la humedad del grano a valores menores al 14%
favorece grandemente la conservacion de los granos durante el almacenamiento [20]. Estas
afirmaciones confirman otras practicas potenciales de riesgo para contaminacién por
Aflatoxinas totales identificadas en este estudio, como el desgranado a maquina en lugar
hacerlo de forma manual, también el secado durante tres dias o0 menos antes de desgranar
y la no exposicién directa al sol para la desecacion del grano, previo al almacenamiento.
Adicionalmente se identific6 que los productores entrevistados, manifestaron la falta de
asistencia técnica para el manejo post cosecha de los granos y su conservacion, condicion
fundamental para disminuir las probabilidades de contaminacion por Aflatoxinas totales.

Otras practicas importantes son la limpieza del grano y del depésito pre almacenaje, asi
como la forma de estimar la humedad de la semilla antes de almacenar. En el presente
estudio se encontrd que la mayoria de agricultores entrevistados hace limpieza completa
previa al almacenamiento y recurre también a identificar el sonido caracteristico que hacen
los granos de maiz cuando estan en su punto para ser almacenados; este Ultimo método
es sencillo ademas de eficaz y ha sido utilizado previamente en Nicaragua [21]. La
efectividad de estas practicas y de otras mencionadas anteriormente se manifiesta en la
baja (=20 y <40%) o muy baja frecuencia (<20%) de contaminacion probable por Aflatoxinas
y Ocratoxinas totales, encontrada en las cuatro localidades muestreadas en este trabajo.
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Otro resultado relevante es que la presencia de granos defectuosos en la muestra podria
ser un predictor de niveles esperados de Aflatoxinas totales que superen los limites
maximos permitidos, ademas que esta significativamente asociado tanto con el hallazgo de
insectos vivos en la muestra como con el porcentaje de granos con indicios de infestacion
por hongos. La frecuencia de insectos vivos encontrados en las muestras varia desde baja
(220 y <40%) en Villa San Antonio y Nueva Concepcion, hasta media (240 y <60%) en
Metalio y Atiocoyo. Al respecto, se ha informado que los granos deteriorados por insectos
son susceptibles a ser invadidos rapidamente por una especie de hongo toxicogénico (A.
flavus) y los gorgojos son los principales agentes causantes del dafio [9,22].

4.2 Prevalencia de contaminacion por Aflatoxinas totales en maiz destinado para
autoconsumo de productores de granos basicos

Considerando las cuatro localidades muestreadas, la prevalencia de casos de
contaminacién por Aflatoxinas totales es de 20.3%, con valores maximos de 132.3
(Metalio), 114 (Nueva Concepcion) y 66.9 ppb (Villa San Antonio). La prevalencia y los
niveles maximos encontrados en este trabajo, aproximadamente duplican los valores
detectados en una investigacion previa en 2011, con una prevalencia de 12.5% y un
contenido maximo de 62.95 ppb [9]; las diferencias pueden deberse a que las muestras
recolectadas en el estudio de 2011, procedieron de ventas de cereales ubicadas en tres
mercados municipales del departamento de San Salvador, es decir lugares de arribo de
maiz procedente de multiples sitios de origen; mientras que las muestras del presente
trabajo fueron recolectadas directamente de los productores y no de comercializadores;
ademas se analizé maiz para autoconsumo de los agricultores y no para comercializacion.
Otro estudio en 1991 present6 hasta el 42.85% de casos de contaminacion en cereales,
incluyendo el maiz, destinados a la venta para consumo humano en mercados del area
metropolitana de San Salvador [8]. En 1979, un estudio de mayor cobertura territorial realizd
pruebas en 98 almacenes gubernamentales de granos basicos, encontrando que el 50%
de las muestras de granos de maiz blanco presentaron niveles entre los 0.01 hasta las 22
ppb, aunque no se especificéd la proporcion de aquellas que sobrepasaron el limite maximo
permitido para Aflatoxina B1 [7].

4.3 Prevalencia de contaminacion por Ocratoxinas totales en maiz destinado para
autoconsumo

Para las Ocratoxinas totales la prevalencia se determiné solo en la localidad agricola de
Atiocoyo obteniéndose un 4.5% de casos con niveles de contaminaciéon que sobrepasan el
limite de la normativa europea. Una investigacion anterior realizada en maiz blanco
adquirido en mercados del area metropolitana de San Salvador, present6 valores maximos
de 0.25 ppb, por lo que no se determin6 contaminacion probable por Ocratoxinas totales
[9]. Las diferencias entre los resultados de ambos trabajos parecen indicar que la
prevalencia de niveles de Ocratoxinas totales que superen el maximo permitido es muy baja
(<20%) y que, probablemente, no esté extendida territorialmente como parece estarlo la
contaminacion por Aflatoxinas totales.
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5. CONCLUSIONES

Se encontraron niveles de Aflatoxinas totales que sobrepasan el limite maximo permitido
en las cuatro localidades muestreadas, indicando una contaminacién probable extendida
territorialmente.

La prevalencia de los niveles de Aflatoxinas totales arriba del limite méximo permitido,
sobrepasa ligeramente el 20% de las muestras de Villa San Antonio, Atiocoyo y Metalio y
es menor al 7% en Nueva Concepcion, lo que indica que la contaminacién probable oscila
de una frecuencia baja a muy baja.

El tiempo trascurrido desde la dobla de la planta a la tapisca de la mazorca es un predictor
significativo de los contenidos esperados de Aflatoxinas totales en los granos de maiz
almacenados.

La préactica de dejar transcurrir dos o0 mas meses desde la dobla hasta la tapisca para el
secado de la mazorca en la planta, reduce a un tercio el riesgo de que el maiz almacenado
presente niveles de Aflatoxinas totales por encima del limite maximo permitido.

Se demostr6 que la forma, la duracién y la superficie de secado del maiz estan
significativamente asociados y podrian incidir sobre los contenidos de Aflatoxinas totales
que superen el limite maximo establecido.

La préactica predominante del desgranado mecanizado, la aplicacion no exhaustiva de
limpieza del grano y del depdésito de acopio y la estimacién de la humedad, previo al
almacenamiento, son variables relacionadas significativamente, que también podrian influir
sobre el aparecimiento de niveles de Aflatoxinas totales arriba de la norma europea.

Solo se detectd una muestra con nivel de Ocratoxinas totales sobre la norma europea en
Atiocoyo, determinandose también una prevalencia inferior al 5%, evidencias que indican
gue la contaminacién probable por esta micotoxina no esta extendida territorialmente y,
donde se encuentre, se presenta en muy baja frecuencia.
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APENDICE I. CONSENTIMIENTO INFORMADO

; Tiversia DIRECCION NACIONAL DE INVESTIGACION Y PROYECCION SOCIAL
[BR, /a5 [5{lp DEPARTARTAMENTO DE INTERCAMBIO CIENTIFICO Y CULTURAL — UNIDAD DE INVESTIGACION

LABORATORIO DE MICOTOXINAS Y RESIDUOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

, La Investigacién en la que se solicita que participe voluntariamente tiene como objetivo:
Cuantificar los niveles de contaminaciéon de Aflatoxinas y Ocratoxinas, en granos de maiz
(Zea mays L.) Almacenado y destinado para autoconsumo entre productores de granos
basicos.

Las micotoxinas, son substancias producida por los hongos de colores naranja y negro que crecen
sobre los granos de maiz cuando se secan al sol, cuando se desgranan a mano o a maquina o,
durante ¢l almacenamiento cn silos, recipientes o trojas y son toxicas para la salud humana
provocando dafios a los rifiones y al higado principalmente.

Sefior o sefiora agricultor si usted esta interesado en formar parte del estudio, consienta lo siguiente:

1) Firmar ¢l consentimicnto informado.
2) Brindar informacion para llenado de ficha agricola y clinica.

3) Permitir que el investigador(a): recolecte una muestra equivalente a 2 libras de maiz en dos
temporadas del lugar de almacenamiento sin que sc tenga que pagar por las muestras.

El estudio estara realizandose ente los meses de junio a noviembre del presente afio con muestreo y
analisis. Finalizando con la presentacion de resultados de los examenes realizados a las muestras de
maiz, que seran entregados personalmente por un profesional de salud y éstos son confidenciales de
acuerdo a lo establecido en Ia ley, entre los meses de diciembre de 2014 a encro de 2015.

Por lo tanto,

YO DUI

Con fecha__/ /12014, en el Cantén/Caserio 3
Municipio de , Departamento de

UJ Acepto participar en el estudio arriba indicado, brindar la informacién necesaria, en forma
fidedigna, permitir la recoleccién de la muestra significativa de maiz a entes de la
Universidad Dr. Andrés Bello.

(I Entiendo y acepto también que los resuitados de laboratorio asi como la entrevista pueden
ser usados para fines de Investigacion, sin que aparezcan asociados a mi identidad.

FIRMA O HUELLA DACTILAR
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APENDICE Il. MAPA CARTOGRAFICO, DEPARTAMENTO DE SAN MIGUEL, MUNICIPIO DE VILLA SAN ANTONIO

"85 07 ‘4_-..»‘,' 5
4 “f gp}'gl 2
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APENDICE IIl. MAPA CARTOGRAFICO, DEPARTAMENTO DE CHALATENANGO, MUNICIPIO DE NUEVA CONCEPCION

45



APENCICE IV. MAPA CARTOGRAFICO, DEPARTAMENTO DE LA LIBERTAD, MUNICIPIO DE SAN PABLO TACACHICO
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APENDICE V. MAPA CARTOGRAFICO DEPARTAMENTO DE SONSONATE, MUNICIPIO DE ACAJJUTLA

El Ciarrizal |

198 m S } N g’ C \‘I |
Santo Caluco
Domingo de
Guzman L
1 Vide
671.m
. —
w1 ]
StaRita < Plan de
Cara Sucia EI Amayo
Chino La Bar Altamira SR

Acajutla

Sowrces: Esri, DeLorme, NAVTEQ, TomTom, Intermap. incement PCorp., GEBCO, USGS, FAC, NPS, NRCAN, GeoBase IGN,
Kadss ter NL, Ordnance Survey, Esri Japan, METI, Esri China {Hong Kong), swisstopo, and the GIS User Community
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APENDICE VI. INSTRUMENTO DE ENTREVISTA

Universidad Dr. Andrés Bello POSITIVO ==
Direccién de Investigacion y Proyeccion Social NEGATIVO | |

INFORMACION AGRICOLA

eopige: [ [ [ D10
|I. DATOS GENERALES
NOMBRE: FECHA.__ /| /2014
SEXO: MD FD ; Edad: afnos; Escolaridad: (grado); Domicilio:
Municipio: ; Departamento:
Il. DATOS AGRICOLAS

Recibe paquete agricola: SI I:_] NO D ; Beneficiario PAF: Sl O no D
Recibe asistencia técnica para el manejo post cosecha (OG u ONG). SI I:] NO D
Si quiere puede especificar al CENTA, CESTA, MAG, PAF u otras similares: Variedad de maiz

cultivada: ;Superficie de siembra: (Mz); Tipo de suelo:

gqendimiento: __ (qq).

Referencia del lugar de cultivo del maiz:

1.USOS DEL MAIZ COSECHADO

Alimento humano D Cantidad para consumo humano: (%); Alimento animal |:|, Cantidad para alimento
animal: (%); Venta E] , Cantidad para venta: (%).

IV. COSECHA

Tiempo para la recoleccién de las mazorcas después de la dobla: ; Tiempo necesario:

Secado de mazorcas en planta: Sl D NO D; Secado de mazorcas en caseta de secado (Troje); SI [] NO [
Desgranado:  Maquina D Manual D

V. MANEJO POST COSECHA DEL GRANO PARA AUTOCONSUMO

Preparacion de los granos previo al almacenaje:

Secado del grano al sol; Sl |:| NO []; sobre: Piso [___‘ , Nylon D Lamina D

Tiempo de secado después de tapisca 1dia D 3 dias [] 1 semana I:I mas de una semana [:]

Estimacion de la humedad del grano

Sonido E] Adicion de sal seca D , Molido D , Ninguno I:]

Antes de almacenar limpia hojas, ramas, polvo, tierra y rastrojos en maiz Sl [:| NO D ; Enelsilo Sl [:l NO |:|
Antes de almacenar el grano, retira aquellos que presenten muestras o sintomas de ataque de insectos o de
microorganismos, o que se encuentren partidos Sl D NO |:]

Condiciones regulares de almacenamiento
Sacos al aire libre alejados del sol y sobre tarima S| I:] NO D , alejados del sol en el piso SI D NOD
Sacos al aire libre expuestos al sol y sobre el piso S| D NO D , expuestos al sol y sobre tarima SI D NO [:]
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Universidad Dr. Andrés Bello POSITIVO e |

Direccién de Investigacion y Proyeccion Social NEGATIVO |
Mazorcas al aire libre y sobre el piso Sl [:] NO (. Barriles plasticos Sl D NO D
Barriles metalicos sobre tarima SI D NO 1 Silo metalico sobre tarima Sl |:| NOD
Trojes o depésitos de madera sino[]
VIIl. DATOS DE LABORATORIO
REGIONAL UNAB PARA REPORTE DE ANALISIS
SONSONATE (03) |:| CHALATENANGO (04)[] LA LIBERTAD (05) |:| SAN MIGUEL (12) |:]

T° de almacenamiento: % Humedad Relativa:

CODIGO DE MX: DISPOSITIVO DE A OMADE | RESULTADOS DE ANALISIS
FECHA DE FECHA DE FECHA DE CALADOR HUACAL O Aflatoxinas Ocratoxinas
RECOLECCION ANALISIS REPORTE SONDA CUCHARON (ppb): (ppb):

OBSERVACION RELEVANTE EN ANALISIS:

SELLO ANALISTA




Universidad]
DrYAndres]Befio]

APENDICE VII. HOJA DE LEVANTAMIENTO DE PUNTOS DE GEORREFERENCIA

@ Universidad Dr. Andrés Bello
Direccién de Investigacion y Proyeccion Social

INFORMACION DEL SITIO Y LA MUESTRA
LEVANTAMIENTO DE PUNTOS DE GEORREFERENCIA

I. DATOS DEL SITIO

Departamento:

Municipio:

Nombre del sitio:

Modelo de GPS:

COORDENADAS DEL SITIO

CODIGO WP LATITUD LONGITUD

ALTURA

Fecha y hora:

Descripcion de la localizacion referente a las sefiales visuales:

— Fotografias del punto de muestreo: de al

Il. DATOS DE LA MUESTRA

Cédigo de la muestra:

Fecha y hora de coleccién de la muestra:

Descripcion fisica de la muestra:

Dispositivo de muestreo utilizado:

Coleccion de duplicados de muestras: sl [T
Fotografias de las muestras: de al

No [

Nombre del responsable de la toma de la muestra:
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APENDICE VIII. ANALISIS DE COMPOSICION ESENCIAL Y FACTORES DE CALIDAD

Universidad Dr. Andrés Bello
Direccion de Investigacion y Proyeccion Social

copigo: | [ | [ [[ [ ][]

COMPOSICION ESENCIAL Y FACTORES DE CALIDAD, MAIZ EN GRANOS

GENERALES
Especificacién Limites Resultados
Olores extrafios Exento
" Insectos vivos Exento
ESPECIFICOS
Especificacién Limites Resultados
Suciedad .
(Impurezas de origen animal incluidos insectos 0.1 % m/m méaximo
muertos)
Materias Orgdanicas Extrafias )
{Componentes organicos que no sean semillas de 1.5 % m/m maximo
cereales comestibles, illas extrafias, tallos etc.)
Materias Inorganicas Extrafias
(componentes inorganicos como piedras, polvo, etc.) 0.5 % m/m méximo
Granos defectuosos 7.0 % maximo y los
(Gran?s d.aﬁados Qor insectos? gusanos, c{escoloridos, infectados no exceden
0s, ger dos o dafiados material de A
otra manera) 0.5%
CONTAMINANTES
Micotoxinas
Especificacion Limites Resultados
Aflatoxinas Hasta 20 ppb
Ocratoxinas Hasta 20 ppb

Observaciones:

Sello de Analista y Firma
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APENDICE IX. RESULTADOS DE ANALISIS DE AFLATOXINAS Y OCRATOXINAS TOTALES

5
Universidad Dr. Andrés Bello A ;
et o S 9 o Laboratorio
Direccion de Investigacion y Proyeccion Social

de Investigacidn
Bl el Laboratorio de Investigacion

RESULTADOS DE ANALISIS DE MICOTOXINAS

No. correlativo: Fecha:

Micotoxina analizada: Método de andlisis:

Lugar de procedencia de muestras:

Condiciones de extraccion Condiciones ambientales
Cantidad de g Tiempo de
Il Solvente 4
muestra ; extraccion Humedad
Temperatura v
Relativa
Inicio
Final

Cantidad de controles (E), muestras (S) y su ubicacion en el porta pozos

TIRA

TIRA

Densidades 6pticas obtenidas




Universidad Dr. Andrés Bello

u’;ﬁs% 7 Direccion de Investigacion y Proyeccién Social
M LIRS EETD Laboratorio de Investigacién

-7
& Laboratorio
de Investigacion

Resultados en partes por hillén (ppb)

~ Codigo de I\

Firma y sello de responsable:
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