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UNAM

RESOLUCION DE COMISION ORGANIZADORA
N° 641-2017-UNAM

Moquegua, 27 de Noviembre de 2017

VISTOS, el Informe N° 0295-2017-EPIA/NIPAC/UNAM de fecha 20 de Noviembre 2017, Oficio N° 458-2017-VIPAC-
CO/UNAM, de 21 de Noviembre 2017, Informe N°® 001-2017/D-MRCS/EPIA/UNAM de 13 de Noviembre 2017, Acuerdo
de Sesién Ordinaria de Comisién Organizadora del 27 de Noviembre 2017, y;

CONSIDERANDO:

Que, el parrafo cuarto del articulo 18° de la Constitucion Politica del Estado, concordante con el articulo 8° de la
Ley N° 30220, Ley Universitaria, reconoce la autonomia universitaria, en el marco normativo, de gobierno,
académico, administrativo y econdémico, que guarda concordancia con los articulos 6°, 7°, 8°, 9° y 10 del Estatuto
Universitario;

Que, el Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua, aprobado con Resolucién de

Comisién Organizadora N° 190-2016-UNAM de 05 de Agosto de 2016, establece en el Articulo 12°, que el

proyecto de tesis es un trabajo de investigacion individual que presentan los estudiantes del Ultimo afo

académico, egresados o bachilleres al Director de la Escuela Profesional, con la finalidad de resolver un

problema objeto de estudio, asimismo, precisa en el Articulo 15° que todo proyecto de tesis debe tener un asesor,
s, quien debera ser docente ordinario de la Escuela Profesional o en forma facultativa un docente contratado en la
specialidad en el drea que se investiga. El jurado dictaminador del proyecto, sera designado por el Comité
: Jiksesor y el Director de la Escuela Profesional, el mismo que estara compuesto por tres miembros elegidos entre
~ los docentes ordinarios y/o contratados, conforme se indica en los articulos 18°, 19° y 20° del precitado
ﬁeglamemo.

¥ " Que, mediante Informe N° 0295-2017-EPIA/VIPAC/UNAM de fecha 20 de Noviembre de 2017, el Director de la

T Escucla Profesional de Ingenieria Agroindustrial solicita a Vicepresidencia Académica la aprobacién del
provecto de tesis denominado: "DETERMINACION DE ASPERGILLUS SO. Y AFLATOXINAS EN
ALIMENTOS DESTINADOS ALCONSUMO DE BOVINOS (BOS TAURUS) Y AFLATOXINA EN M1 EN
LECHE PROVENIENTES DE LA ASOCIACION FONGAL MOQUEGUA", presentado por la Bachiller
Maryori Magali Huaracha Jose, la misma que fue declarada apta segin acta de aprobacién de proyecto de tesis
para optar el titulo profesional de Ingeniero Agroindustrial de fecha 16 de Octubre de 2017, solicitando se emita
el acto resolutivo.

Que, con Oficio N° 458-2017-VIPAC-CO/UNAM, de fecha 21 de Noviembre 2017, la Dra. Maria Elena

Echevarria Jaime, Vicepresidenta Académica de la Universidad Nacional de Moquegua, solicita al Dr.

Washington Zeballos Gamez, Presidente de la Comision Organizadora — UNAM, la emision de acto resolutivo de

reconocimiento de aprobacion de proyecto de tesis, asi como la designacion de asesor y miembros del jurado

dictaminador, conforme se precisa en el Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de
r.\ Moquegua.

Que, en Sesion Ordinaria de Comision Organizadora de fecha 27 de Noviembre 2017, se acordd por
UNANIMIDAD, Aprobar el Proyecto de Tesis en referencia, presentado por la Bachiller Maryori Magali
Huaracha José, asimismo se acordd designar como Asesor Principal de Tesis al Mg, Erick Edwin Alleca Alea, Co
asesor a la Ing. Raquel Allison Choquehuanca Pineda v a los miembros del Jurado Dictaminador de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la UNAM, encargados de evaluar el trabajo de investigacion,
conforme a la propuesta remitida.

Por las consideraciones precedentes y en uso de las atribuciones que le concede la Ley Universitaria N° 30220, el
Estatuto de la Universidad Nacional de Moquegua v lo acordado en Sesion Ordinaria de Comision Organizadora
del 27 de Noviembre 2017.

SE RESUELVE: )
ARTICULO PRIMERO.- APROBAR, el Proyecto de Tesis denominado: “DETERMINACION DE
ASPERGILLUS SP. Y AFLATOXINAS EN ALIMENTOS DESTINADOS AL CONSUMO DE BOVINOS
(BOS TAURUS) Y AFLATOXINA EN M1 EN LECHE PROVENIENTES DE LA ASOCIACION FONGAL
MOQUEGUA?”, presentado por la Bachiller: MARYORI MAGALI HUARACHA JOSE, conforme a lo expuesto a

la parte considerativa de la presente resolucion.

ARTICULO SEGUNDO.- DESIGNAR, Asesor Principal de Tesis al Mg. ERIK EDWIN ALLCCA ALCA y Co
asesor a la Ing. RAQUEL ALLISON CHOQUEHUANCA PINEDA, aprobado en el articulo primero de la presente
resolucion.
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ARTiCULQ TERCERO.- DESIGNAR al Jurado Revisor y Dictaminador del Proyecto de Tesis:
‘“DETERMINACION DE ASPERGILLUS SP. Y AFLATOXINAS EN ALIMENTOS DESTINADOS
ALCONSUMO DE BOVINOS (BOS TAURUS) Y AFLATOXINA EN M1 EN LECHE PROVENIENTES DE LA

ASOCIACION FONGAL MOQUEGUA", presentado por la Bachiller MARYORI MAGALI HUARACHA JOSE,
conforme al siguiente detalle:

¥ Ing. MSc. MARIO ROGER COTACALLAPA SUCAPUCA ! PRESIDENTE
> Ing. ROMUALDO VILCA CURO : PRIMER MIEMBRO
» ING. JERONIMO MARTIN SARCO BURGOS : SEGUNDO MIEMBRO

ARTICULO CUARTO.- ENCARGAR, a los profesionales designados el cumplimiento de lo establecido en el
Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua. asimismo, Vicepresidencia Académica,
debera adoptar las acciones académicas necesarias, para el cumplimiento de la presente resolucion.

Registrese, Comuniquese, Publiquese y Archivese,

/R

RMO S. KUONG CORNEJO

PRESIDENTE ECRETARIO GENERAL

ASHINGTON ZEBALLOS GAMTL

Presidencia
Vipac

Vel

A
Interesada
Arch. (2)
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE MGOch.su:.
INFORME N° 295-2017-EPIA/VIPAC/UNAM e e AN
RFCIBIDO
A ' DRA. MARIA ELENA ECHEVARRIA JAIME
Vicepresidenta Académica - UNAM 2 1 NOV 2017
£8 w309
DE : ING. M.Sc. MARIO ROGER COTACALLAPA SUCAPUCA H0r8 s St N REGR e |
Director de la Escuela Profesional de INGENIERIA AGROINDUSTRIAL Pt PO ir
ASUNTO : Aprobacién de Proyecto de Tesis, Ratificacién de Asesor y Jurado Dictaminador.
REFERENCIA INFORME N° 001-2017-D-MRCS/EPIA/UNAM
FECHA : Moguegua, 20 de noviembre del 2017

Es grato dirigirme a usted, con la finalidad de saludarla cordialmente, y a la vez mediante el presente
informarle que mediante documento de la referencia siendo mi persona presidente de jurado de Proyecto de Tesis con fecha 16 de
octubre del 2017, se declara APTO el Proyecto de Tesis denominado “DETERMINACI&N DE Aspergillus sp. Y AFLATOXINAS EN
ALIMENTOS DESTINADOS AL CONSUMO DE BOVINOS (Bos taurus) Y AFLATOXINA M1 EN LECHE PROVENIENTES DE LA
ASOCIACION FONGAL MOQUEGUA presentado por la Bachiller MARYORI MAGALI HUARACHA JOSE; Para lo cual se adjunta
un (01) ejemplar del Proyecto de Tesis Aprobado.

En tal sentido y en amparo del Reglamento de Grados y Titulos de la UNAM, segln se indicaen su  art.
30° se inscribe el Proyecto de Tesis en el Registro de Trabajos de Tesis de la Escuela y se notifica al Tesista sobre la aprobacion del
referido proyecto.

Por lo mismo, solicito a usted que mediante su despacho se realice el tramite correspondiente para la
emision del acto resolutivo segun se precisa:

Articulo Primero: Aprobar el Proyecto de Tesis denominado denominado “DETERMINACION DE Aspergillus sp. Y
AFLATOXINAS EN ALIMENTOS DESTINADOS AL CONSUMO DE BOVINOS (Bos taurus) Y AFLATOXINA M1 EN LECHE
PROVENIENTES DE LA ASOCIACION FONGAL MOQUEGUA presentado por la Bachiller MARYORI MAGALI HUARACHA JOSE.
Articulo Segundo: Ratificacion de Asesor y Co Asesor de Proyecto de Tesis:

- Asesor : Mg. Erik Edwin Allcca Alca
Co Asesor : Ing. Raquel Allison Choquehuanca Pineda

Articulo Tercero: Ratificacion de Jurado Dictaminador y Revisor, segln el siguiente detalle:

- Presidente g Ing. M.Sc. Mario Roger Cotacallapa Sucapuca
- Primer Miembro  : Ing. Romualda Vilca Curo
Segundo Miembro : Ing. Jerénimo Martin Sarco Burgos

Es todo cuanto informo a usted, para su conocimiento y acciones necesarias.

Atentamente,

NAL DE MOQUEGUA
enieria Agroindustrial

e L A T T T T T L]

Ing M. Sc. MARIO ROGER COTACALLAPA SUCAPUCA

MRCS/DEPIA. DIRECTOR
SCO/Sec.

C.C.: ARCHIVO
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Mogquegua, 21 de Nov mbre\"&’elmidf}" o 2o s
§ S H O 'E L LRy
OFICIO N° 458 -2017-VIPAC-CO/UNAM )
SENOR: 23 Nov 2{}1‘;‘5 307
Dr. WASHINGTON ZEBALLOS GAMEZ . '
PRESIDENTE DE LA COMISION ORGANIZADORA Horeie b g
UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA ! '
Presente.- s e—m iz Fulio: C"-\HL&M
ASUNTO :  PROYECTO DE TESIS, RATIFICACION DE ASESOR, JURADO DICTAMINADOR Y
REVISOR

REFERENCIA :  INFORME N° 295-2017-EPIA/VIPAC/UNAM

Mediante el presente es grato dirigirme a usted, para saludarlo cordialmente y a la vez
manifestarle que visto el documento de la referencia, presentado por el Ing. MSc. MARIO ROGER COTACALLAPA
SUCAPUCA Director de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial, solicita la Aprobacion del Proyecto del Tesis
denominado “DETERMINACION DE Aspergillus sp. Y AFLATOXIMA M1 EN LECHE PROVENINTES DE LA ASOCIACION FONGAL
MOQUEGUA”", presentado por la Bachiller Maryori Magali Huaracha José segun detallo:

Ratificacion de Asesor y Co Asesor de Proyecto de Tesis:
e Asesor . Dr. Rene German Sosa Vilca
e Co Asesor . Ing. Raquel Allison Choquehuanca Pineda

3.- Ratificar de Jurado Dictaminador y Revisor:

e Presidente . Ing. MSc. Mario Roger Cotacallapa Sucapuca
e Primer Miembro . Ing. Romualdo Vilca Curo
e Segundo Miembro . Ing. Jerénimo Martin Sarco Burgos

Por lo expuesto, solicito a través de vuestro despacho la aprobacion mediante acto resolutive del
Proyecto de Tesis, Ratificacion de Asesor y Co Asesor y Ratificacion de Jurado Dictaminador y Revisor.

Agradeciendo la atencion al presente, hago propicia la ocasién para reiterarie los sentimientos
de mi especial consideracion y estima personal.

5307
Atentamente, PRESIDENCIA - UNAM  Prov. %, Fb _______
UECU LE Pa'e a, r? ..........
UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUECLA Folios: A1 .3 Fltk... s
| L’Z [ Fechazj, NQW.. 2047 Para: .-Aiﬂ} ...........
) X f ------ L)
r/f ...L;&.l.\.\.m.u....sr RapMNIGARELA

.....
essessnsfssansussensadernannaniis

Dra. MARA ELENA EQY!

VICEPRESIDENTA ACADE -~f"

...............
----------------

MEEJ/VIPAC
MASM/Sec. Fa
C.c./Archivo, =

Mogquegua, Prolongacion Calle Ancash S/N Telefax 053 —-461227 053 — 463514 Anexo (202) 053-461471

wwww.unam.edu.pe

Vice_presidencia@unam.edu.pe
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A : Ing. M. Sc. MARIO ROGER COTACALLAPA SUCAPUCA  jFima:., Folios &0 Y]
Director de la EPIA - UNAM S Olor & .4 g
DE : Ing. M. Sc. MARIO ROGER COTACALLAPA SUCAPUCA
Presidente Jurado dictaminador de tesis
ASUNTO : Informe de dictamen de tesis
FECHA : Moquegua, 13 de Noviembre del 2017

Es grato dirigirme a usted, con la finalidad de informarle, respecto al dictamen de tesis de
la egresada Maryori Magali Huaracha José, con el proyecto de tesis titulado “DETERMINACION DE
ASPERGILLUS SP Y AFLATOXINAS EN ALIMENTOS DESTINADOS AL CONSUMO DE BOVINOS Y
AFLATOXINA M1 EN LECHE PROVENIENTES DE LA ASOCIACION FONGAL MOQUEGUA"; la misma que
con fecha 16 de Octubre se llevo a cabo el dictamen correspondiente, en la que el jurado ha visto por
conveniente dictaminar como APTO, previo al levantamiento de las observaciones a que el jurado tuvo a bien

de realizar.

Por consiguiente hago alcance la ficha de evaluacion correspondiente con los vistos de los

jurados, asesor y tesista y los ejemplares correspondientes.
Es todo cuanto informo a usted, para su conocimiento y fines que corresponda,

Atentamente,

Ing. M.Sc. Mario R. Cotacallapa Sucapuca
Docente EPIA-UNAM

MRCS / .C.c/Archivo

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIAAGROINDUSTRIAL
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

FICHA DE EVALUACION DEL PROYECTO DE TESIS

Esta ficha deber3 se llenada por el jurado dictaminador y revisor del Proyecto de Investigacion, en
una reunién conjunta con todos sus miembros y después de haber compatibilizado sus sugerencias:

TITULO DEL PROYECTO : DETEQ.\V“NPCldE\] DL }fatj""ﬁﬁ';“‘o‘-a sP. Y AFLATOXINADS

( Bes toeres) V AFLATOXINA M1 EN LECHE

AUTOR : MG'VC"?MGSQ\UM““‘“‘“@&&E’

DIRECTOR . Mg. £l E. Micca Pl

.......................................................................................................................

ASESOR S evseresessssasssessbersstenebte e RSk et PEs R RS e e R SRR ROE SR SE R ORERTSAS TR AR SLO SRS SRS RSN IS0 SER SRS RE SRR TA S S RS

1. ¢El titulo tentativo refleja el problema objeto de estudio? Sl (.".5./.) NO (.....)
Se sugtere/

2. ¢El problema de estudio concuerda con las lineas, programas y areas de investigacion de la
EPIA? SI (,/4.) NO (.....)
R[4 =1 - RS R TR BT RE SR SURLRU RS

...............................................................................................................................................................

3. (¢El problema de estudio ayuda al conocimiento y/o solucién de los problemas que aquejan
a la realidad nacional y/o regional? SI%) NO (....)
S8 UGBTI uuuuuereseresrsseessesssnssntnsrsssssssssesorssesssuosseses ses asens 1081143081000 ARSI F IS AS R RSB SEES e e 000

...............................................................................................................................................................

4. ¢El planteamiento del problema objeto de estudio tiene sustento tedrico y precisa con
claridad lo que se sugiere investigar? Sl 9&) NO (.....)
S8 SUBIETE.curveessueereeessesosssessresssssssessrses sesasssadsases st 44048 ERR 1844420441 484080 RSB RA SER R  S

5. ¢Se expone como antecedentes los resultados o avances de estudios anteriores
relacionados con el problema objeto de investigacion? Sl ..".) NO (....)




10. ¢

11,

12.

13.

UNAM FOLIO N®
B oN

002

TR T I —————— R R

i Los objetivos estan elaborados de acuerdo con el problema objeto de estudio?

S| (/X) NO (....)

G SUGIET® e vssesseseeesssssessssssesisasss s R AR
¢Se precisa en los objetivos los logros que se espera alcanzar? SI/)f JNO (i)
Se sugiere...

...............................................................................................................................................................

JEn el marco tedrico expone suficientemente las teorias que sirven de sustento y
explicacién al problema objeto de investigacion? S/’D() NO (.....)
Se sugiere... .

iSe ha revisado la suficiente bibliografia para la elaboracién del marco tedrico?

fé) NO (
se debe incluir ademas |0s SIGUIENTES CONCEPTOS wuuvviiirmmmsmmisssrsmmmsmmisnsssssm s

Se debe incluir ademas los siguientes conceptos ...

¢Los conceptos estdn adecuadamente definidos? SI (X.) NO (.....)
Se debe incluir ademas 105 SiguieNtes CONCEPLOS ...l

LAS HIPOTESIS:
a) ¢Tienen relacién y responden al problema formulado)

SI%.) NO () S8 AEDEN . uvieisrerrsinsssmsis s s s

Método de |a Investigacion:

a) ¢Cudleseltipode investigacion a ser desarrollada en el proyecto?
- Investigacién Basica o Pura -
- Investigacién aplicada (&)
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SENOR DIRECTOR DE LA EPIA:
En mérito a la evaluacion del proyecto, el jurado lo declara:

A) APTO (4.)

B)

Por tafito debe ser inscrito en el Libro de Proyectos de Investigacién de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial.

NO APTO (cree)

Por tanto, el Tesista debe de corregir las observaciones efectuadas por el Jurado
Dictaminador y Revisor en el Presente formato y presentarlo oportunamente para una
nueva revision y evaluacion.

Moquegua C.U. a los j( ..... dias del mes de ... & C?ZUJ””Q ......... del 20.4.7 Z

PRESIDENTE S PRIMER MIEMBRO

ere™ S22 (979'

(L

............................................................

DIRECTOR O ASESOR DE TESIS TESISTA
Trg. Ernc E Allecs Aled /vlqrr‘ Y. \-Lgmc\ru jDﬁr-
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. EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION
1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

El FONGAL Moquegua, es una Asociacion dedicada a la produccion de
leche mediante la cria de ganado bovino, donde se utilizan técnicas de
produccion y manejo del cultivo del maiz, asi como también el
almacenamiento de los concentrados para la alimentacion del ganado. La
técnica utilizada depende mucho del nivel econdémico con el que cuenta
cada productor asociado a FONGAL, donde se tienen identificados
productores semi-intensivos y extensivos, presentandose diferentes
problemas en la crianza y el manejo de los animales, asi como también

durante la produccién de leche.

En la Asociacion FONGAL Moquegua, el ensilado de maiz y el alimento
concentradc se emplean constantemente durante la alimentacién del
ganado, haciendo que estos suplementos formen parte de la dieta diaria de
los animales, las materias primas para la produccion de estos alimentos
son cultivados, procesados y en algunos casos solo almacenados (alimento
concentrado) por los mismos productores. El limitado conocimiento y las
escasas capacitaciones a los productores en temas del manejo del cultivo,
procesamiento y almacenamiento del ensilado y alimento concentrado, han
originado en la actualidad una posible contaminacidn con hongos del
género Aspergiflus sp. y la produccion de aflatoxinas en estos alimentos,
afectando el estado sanitario de los animales, (Cotty y Jaime-Garcia, 2007)
contribuyen a la posibilidad de esta contaminacién al mencionar que
pueden ocurrir en regiones con regadio de desiertos calidos y en zonas

templadas con época de sequia definida.

Los Aspergillus sp. son considerados hongos potencialmente
aflatoxigénicos, cuando se dan las condiciones de humedad y temperatura
estos hongos producen metabolitos secundarios llamados aflatoxinas que

son las micotoxinas mas importantes debido a su alto efecto carcinogénico,



ocasionando una serie de factores perjudiciales en el crecimiento y
desarroilo de animales que consumen alimentos contaminados con estas
toxinas.

Estos metabolitos son toxicos para los seres humanos y los animales
cuando se consume o se inhala, y la exposicion a micotoxinas a través de
alimentos contaminados es uno de los principales riesgos que afectan a la
salud de los rumiantes (Bennett y Klich, 2003; Kalac y Woolford, 1982).

Las aflatoxinas son toxinas cancerigenas potentes, la ingestidon de
hepatotdxicos aflatoxina B1 (AFB1) por los animales lactantes puede
inducir la presencia de aflatoxina M1 en la leche (Corbett et al., 1988). La
M1 es muy importante porque se acumula en leche, tejidos y huevo
aproximadamente 24 h después del consumo de alimento (Fernandez, et.
al., 1997; Montafic et al., 2007).

En una investigacién realizada en Lima por Caballero et al. (2001)
determiné el contenido de aflatoxinas en muestras de maiz para consumo
animal, el estudio se basd en muestras de maiz nacional he importado,
encontrandose niveles maximos de 37.8 pg/kg y 125 pg/kg
respectivamente, concluyendo que el maiz nacional presenta una mayor

contaminacion por aflatoxinas que el maiz importado.

No habiendo estudios en nuestra localidad para estos contaminantes, es
por ello que el presente estudio plantea determinar la presencia del hongo
del género Aspergillus sp. y aflatoxinas totales en alimentos destinados al

consumo de bovinos (Bos faurus) y aflatoxina M1 en la leche.

1.2, FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1. Interrogante General

;Los niveles de aflatoxinas en los alimentos destinados al consumo de
ganado bovino (Bos taurus) estaran influenciadas por la presencia del

hongo del género Aspergillus sp.?



1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

El estudio de la determinacién de hongos del género Aspergillus sp. y la
cuantificacion de aflatoxinas totales en el ensilado y alimento concentrado
destinados al consumo de bovinos (Bos faurus) y aflatoxina M1 en la leche,
beneficiara a los productores de la Asociacion FONGAL Moquegua, debido
a que el conocimiento de la existencia de estos contaminantes o la posible
contaminacion que pudiera presentarse en el ensilado durante cualquier
etapa de la produccion del alimento, asi como el almacenamiento del
concentrado, permitira que el productor mejore el manejo de la produccién
del maiz y las condiciones de almacenamiento de los alimentos,
permitiéndoles obtener un producto de mejor calidad, asegurando de esta
manera el estado sanitaric del ganado, con un buen crecimiento y
desarrollo, incrementando los niveles econémicos de las familias dedicadas

a la produccion de ganado.

Por otro lado, el estudio también permitira conocer la calidad microbiolégica
de los alimentos que se obtienen comercialmente para la alimentacion del

ganado.

Asi mismo este estudio sera el inicio para nuevas investigaciones por parte
de las universidades y/o centros de investigacion, los cuales promoveran
nuevos conocimientos sobre la determinacién de hongos y aflatoxinas
totales en el ensilado y alimento concentrado destinados al consumo de
bovinos (Bos taurus) y aflatoxina M1 en leche, contando con profesionales
especializados y laboratorios debidamente equipados e implementados.
Permitiendo de esta manera evaluar los niveles de aflatoxinas en los

alimentos y aflatoxina M1 en leche fresca.



1.4.
1.4.1.

1.4.2.

1.5.
1.5.1.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinacion de la presencia de Aspergillus sp. y la
contaminacion por aflatoxinas totales en el ensilado y alimento
concentrado destinados al consumo de bovinos (Bos taurus) y
aflatoxina M1 en leche provenientes de la Asociacion FONGAL
Moquegua.

Objetivos Especificos

Determinar la carga fungica en el ensilado y alimento
concentrado destinados al consumo de bovinos (Bos taurus)
mediante recuentos de unidades formadoras de colonias
(U.F.C./g).

Identificar cepas de Aspergillus sp. en el ensilado y alimento

concentrado destinados al consumo de bovinos (Bos taurus).

Cuantificar los niveles de aflatoxinas totales en el ensilado y
alimento concentrado destinados al consumo de bovinos (Bos
taurus) mediante Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas
(ELISA).

Cuantificar los niveles de aflatoxina M1 en leche mediante

Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas (ELISA).

HIPOTESIS
Hipétesis General

Los niveles de aflatoxinas en los alimentos destinados al
consumo de ganado bovino (Bos faurus) esta influenciada por la

presencia del hongo del género Aspergillus sp.
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1.5.2.

Hipétesis Especificas

La determinacion de la carga fungica en el ensilado y alimento
concentrado mediante recuentos de unidades formadoras de
colonias (U.F.C./g) permitira conocer el nivel de contaminacion
por estos microorganismos.

La identificacion de cepas de Aspergillus sp. en el ensilado y
alimento concentrado permitira conocer la contaminacion del
alimento destinado al consumo de bovinos (Bos faurus) por estos
mohos.

La cuantificacion de aflatoxinas totales mediante Ensayo
Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas (ELISA) permitira
establecer si el ensilado y alimento concentrado se encuentran

dentro de los limites permisibles por el Codex Alimentarius.

La cuantificacion de aflatoxina M1 mediante Ensayo
Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas (ELISA) permitira
establecer si la leche se encuentra dentro de los limites

permisibles por el Codex Alimentarius.
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1. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

Keller et al. (2013) establecié la presencia de especies de hongos
toxigenicos y determiné las aflatoxinas (AFS), en ensilaje de maiz
destinados a los bovinos antes y después de la fermentacion. El recuento
fungico se realizé por el método de dispersion en la superficie, la
contaminaciéon natural por aflatoxinas mediante HPLC. Los recuentos
totales de hongos eran generalmente altos, se aislaron cepas toxigénicas
donde las especies predominantes fueron Aspergillus Flavus, Penicillium
citinum y Fusarium verticillioides. Los niveles de aflatoxinas difirieron
(P<0,0001) de 2 a 45 ug g' y de 2 a 100 pg g' en muestras pre y post-
fermentacion, respectivamente. Las micotoxinas y hongos toxigénicos
estaban presentes antes y después de la fermentacion en el ensilaje de
maiz destinado a bovinos. Afiatoxina B 1 (AFB1) aumenté durante el

almacenamiento.

Vazquez (2014) determind los niveles de aflatoxinas totales (AFT) en el
alimento y aflatoxinas M1 (AFM1) en la leche cruda, se realizé un estudio
en 20 ranchos lecheros ubicados en cuatro municipios (Viliafiores,
Villacorzo, Ocozocoautla y Berriozabal) de Chiapas. Los analisis de AFT y
AFM1 realizados en muestras de alimento y leche se realizaron empleando
técnicas de ELISA. Los resultados no mostraron diferencias en los niveles
de AFT entre municipios (p>0.05). Sin embargo, se observd que Villaflores
(27.65 ug kg") supero el valor permitido en la norma sanitaria de alimento.
En relacion a AFM1 existieron diferencias (P<0.05) entre municipios, siendo
Villaflores y Villacorzo de (0.348, 0.096 pg L™') los que alcanzaron mayores
niveles, pero no superaron la norma. Ademas, se observé que las dietas
con grano de maiz y pollinaza fueron las que se asociaron con una mayor

contaminacion con AFT.

12



Reyes et al. (2009) determind los niveles de aflatoxinas totales (AFT) en
alimento y AFM1 en leche cruda en 40 hatos lecheros. Se obtuvieron
muestras de raciones de bovinos (n=40) y se analizé6 AFT mediante ELISA
de tipo competitivo directo. Las muestras de leche (n=40) fueron analizadas
para AFM1 empleando ELISA de inhibicién directa. Los resultados
mostraron contaminacién con AFT en el 92.5 % de las raciones, con niveles
entre 4.82 a 24.89 pg Kg' (media = 10.84 + 5.84 ug Kg'). Del total de las
muestras contaminadas, 9.3 % contenian niveles superiores al valor
permitido por las Normas Oficiales Mexicanas (20 pg Kg-1). AFM1 se
presentd en el 80 % de las muestras de leche, los niveles detectados
fluctuaron de 0.006 a 0.065 ug L' (media = 0.023 + 0.016 pg L-1). Ninguna

de las muestras sobrepaso el nivel permitido por la regulacion (0.5 ug L).

(Landeros et al., 2012) estudié la presencia de AFM1 en leche cruda de
vaca de 10 centros de acopio (n=50) y 7 marcas de leche pasteurizada
(n=84) comercializadas en la zona metropolitana de Guadalajara, Jalisco,
México. La determinacion de AFM1 se realizd mediante un juego de
reactivos tipo ELISA competitivo- directo (Agraquant® Aflatoxina M1,
Romer Labs). El analisis estadistico se llevé a cabo mediante una prueba
de ANOVA de una sola via con el programa Sigma Stat 3.0. Se detectd
AFM1 en el 100% de las muestras estudiadas, con niveles en el rango de
< 0.005 a 0.100 pg/L y de < 0.005 a 0.637 ug/L en leche cruda y
pasteurizada respectivamente. El 18.6 % (25/134) de las muestras
superaron el LMR establecido por la Uniébn Europea (0.05 pg/kg),
presentandose porcentajes en leches cruda y pasteurizada de 0.7% (1/134)
y 17.9% (24/134) respectivamente, pero solo el 0.7 % (1/134) excedio el
limite de AFM1 establecido para México en la NOM-243-SSA1-2010, que
es de 0.5 yg/kg. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
{p<0.05) entre los meses analizados, con los niveles mayores en el mes de
diciembre, pero no se encontraron diferencias entre centros de acopio

(leche cruda) y tampoco entre marcas de leche pasteurizada.
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Cabaliero et al. (2001) determiné el contenido de aflatoxinas totales en
muestras de maiz amarillo importado y de cosecha nacional para consumo
animal. Se tomaron al azar 50 muestras de maiz amarillo (Zea maiz)
variedad indurata, de origen importado (30) y nacional (20), adquiridos en
los principales mercados de Lima y Callao. Los analisis de aflatoxinas se
determiné utilizando la técnica de ELISA. Los resultados mostraron
contaminacién por aflatoxinas en muestras de maiz nacional he importado,
encontrandose niveles maximos de 37.8 pgkg y 125 puglkg
respectivamente, concluyendo que el maiz nacional presenta una mayor

contaminacion por aflatoxinas que el maiz importado.

2.2. BASES TEORICAS

2.21. Alimentacion del ganado bovino

Segun Fink (2008) define a los bovinos como seres rumiantes, que se
caracterizan por una fermentacion pre-sistémica y a la digestion de
componentes de plantas como celulosa por la flora ruminal, requieren
regimenes de alimentacién que incluyan suficiente cantidad de fibra para

mantener el funcionamiento optimo de la flora ruminal.

La modificacidon de la alimentacion del ganado trae consigoe beneficios
productivos para el ganadero, pero a la vez se generan algunos problemas
para el ganado que es sometido a limites metabdlicos y esto deriva en
enfermedades que inciden en la produccion (Fink, 2008).

En la mayoria de los paises, los componentes principales de las dietas
alimenticias del ganado bovino son los ensilajes de maiz, forrajes y
concentrados. Una consecuencia directa de la composicidn compleja de la
dieta de los rumiantes es el riesgo a la exposicién de alguna micotoxina
(Fink, 2008).
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2.21.1. Tipos de alimentos en la dieta

a. Forrajes

Las vacas, como seres vegetarianos y rumiantes que son, requieren que la
base de su alimentacién provenga de forrajes verdes. La importancia de los
forrajes en la racion se debe principalmente a su aporte en fibras,
carbohidratos y proteinas (Watson, 2011).

Desde el punto de vista nutricional los forrajes pueden variar, desde ser
alimentos muy buenos (pastos jovenes y suculentos, leguminosas en su
estado vegetativo) a muy pobres (pajas). Algunos forrajes deben de ser
suplementados con alimento concentrado, para cubrir la mayoria de los
requerimientos nutricionales del animai (FAO, 2007).

b. Ensilado de maiz

El ensilaje es una practica generalizada para conservar forraje durante
periodos de tiempo proiongados. La produccién de ensilaje de maiz implica
la incorporacion de toda la planta y su almacenamiento se basa en el
principio de conservacion en condiciones anaerobicas con el crecimiento
de bacterias de acido lactico. Estas bacterias promueven una fermentacion
natural que reduce el pH a un nivel que se considera desfavorable para el
crecimiento de clostridios y la mayoria de los mohos ( Richard et al.,
2007 ).

Oude et al. (1999) afirma, que durante el proceso de conservacion del

ensilaje se pueden distinguir cuatro fases:

— Fase aerbbica. — Ocurre durante las primeras horas luego del cierre del
silo, el oxigeno atmosférico presente en la masa vegetal disminuye
rapidamente debido a la respiracién de los materiales vegetales y a los

microorganismos aerébicos.
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Fase de fermentacién. - Esta fase comienza al producirse un ambiente
anaerébico. Dura de varios dias hasta varias semanas, si la
fermentacion se desarrolla con éxito, la actividad BAC proliferara y se
convertira en la poblacién predominante. A causa de la producciéon de

acido lactico y otros acidos, el pH bajara a valores entre 3,8 a 5,0.

Fase estable. — Al mantenerse el ambiente sin presencia de aire,
ocurren pocos cambios, alcanzando su nivel de estabilidad. Los
microorganismos presentes reducen su actividad, permitiendo la

conservacion del producto.

Fase de deterioro aerdbico. — Esta fase comienza con la apertura del
silo y la exposicion del ensilaje al aire. Esto es inevitable cuando se
requiere extraer y distribuir el ensilaje, pero puede ocurrir antes de
iniciar la explotacién por dafio de la cobertura del silo (por ejemplo:
roedores O pajaros).

c. Concentrado

Es aquel alimento de origen animal y vegetal y que pueden ser proteicos o

energéticos, pueden estar contenidos en frutos, granos, subproductos de

procesamiento de grano o en alimentos basados en harinas de algunos

animales como la harina de pescado. Generalmente son menos

voluminosos y presentan una mejor digestibilidad y valor nutritivo. Los

granos de cereales son ricos en carbohidratos, proteinas y lipidos

dependiendo de la especie (graminea o leguminosa). Por ejemplo, el maiz,

trigo y sorgo son ricos en almidon, la soya es rica en proteinas y el giraso!

y las semillas de ajonjoli son ricos en lipidos (INATEC, 2016).

2.2.2. La Leche

2.2.2.1. Generalidades

La leche es uno de los alimentos mas antiguos consumidos por el hombre,

tiene un valor nutricional muy aito, ya que posee una gran cantidad de
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energia, proteinas de facil asimilacién, grasa, calcio, fosforo y varias
vitaminas necesarias para muchas etapas en la vida del ser humano (Maza
y Logorreta, 2011).

De acuerdo a la Norma Tecnica Peruana 202.001 (2003) la leche se define
como el producto integro no alterado ni adulterado del ordefio higiénico,
regular y completo de vacas sanas y bien alimentadas, sin calostro y exento
de color, olor, sabor y consistencia anormales y que no ha sido sometido a

procesamiento o tratamiento alguno.

La definicion de leche esta dada por su origen y hace referencia al producto
de la secrecidn normal de la glandula mamaria de animales bovinos sanos,
obtenida por uno o varios ordefios diarios, higiénicos, completos e
ininterrumpidos (Agudelo y Bedoya, 2005).

La leche es una compleja mezcla de distintas sustancias, presentes en
suspension o emulsién y otras en forma de solucion verdadera y presenta
sustancias definidas: agua, grasa, proteina, factosa, vitaminas, minerales;
a las cuales se les denomina extracto seco o sélidos totales. Los solidos
totales varian por muitiples factores como lo son: la raza, el tipo de
alimentacion, el medio ambiente y el estado sanitario de la vaca entre otros
(Lerche, 2005). La composicion de la leche varia en funcién a cada especie

como se aprecian en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion general de la leche en diferentes especies (por
cada100 g)

Nutriente (gr) Baca Vaca Bufala Mujer

Agua 88.00 84.00 87.50
Energia (Kcal). 61.00 97.00 7.00
Proteina 3.20 3.70 1.00
Grasa 3.40 6.90 4.40
Lactosa 470 5.20 6.90
Minerales 0.72 0.79 0.20

Fuente: Wattiax (2005)
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2.2.2.2. Produccion

Actuaimente la region de Moquegua produce aproximadamente 15 TM de
leche fresca al ano, siendo la Provincia de Mariscal Nieto el de mayor

produccion con mas de 10 TM de leche fresca anuales (MINAG, 2015).

La produccién de especies de vacunos en el afio 2015 alcanzé los 22 981
cabezas de ganado, donde la Provincia de Mariscal Nieto tubo una
produccion de 9 740 cabezas de ganado, dentro de los distritos de esta
provincia la de mayor produccién fue Moquegua con 5 336 cabezas de
ganado (MINAG, 2015).

2.2.2.3. Propiedades fisicoquimicas de la leche

Desde el punto de vista fisico-quimico, la leche es una mezcla homogénea
de un gran numero de sustancias (lactosa, glicéridos proteinas, proteinas,

sales, vitaminas, enzimas, grasas, etc.) (Ordonez, 1998).

En la Tabla 2 se muestran los requisitos fisico-quimicos que debe cumplir
la leche cruda segun la NTP 201.001.

Tabla 2. Requisitos fisicoquimicos de la leche

Requisitos Valor
Materia grasa (g/100 g) Minimo 3.2
Solidos no grasos (g/100 g) Minimo 8.2
Solidos totales (g/100 g) Minimo 11.4
Acidez, expresada en g de acido lactico (g/100 g) 0.14-0.18
Densidad a 15 °C (g/mL) 1.0296 - 1.0340

indice de refraccion del suero, 20 °C refractometra 37.5)

Minimo 1.34179 (Lectura

Ceniza total (g/100g} Méaximo 0.7
ﬁl:ag:c:ag)de la ceniza total (mL de Solucion de Maximo 0.7
Indice crioscopico Maximo -0.540 °C
Sustancias extrafnas a su naturaleza Ausencia
Prueba de alcohol (74 % viv) No coagulable
Prueba de la reductasa con azul de metileno Minimo 4 horas

Fuente: NTP (2003)
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2.23. Hongos
2.2.3.1. Generalidades

Los hongos son pequefios organismos, generalmente microscopicos,
eucariotas, usualmente filamentosos, ramificados, que carecen de clorofila
(Agrios, 2005).

Se da el nombre de mohos a ciertos hongos multicelulares, filamentosos,
cuyo crecimiento en los alimentos se conoce faciimente por su aspecto
aterciopelado o algodonosc. Para vivir, proliferar y ejercer su accién
requieren de ciertas condiciones: caracteristicas del sustrato (disponibilidad
de nutrientes, oxigeno y diéxido de carbono) y factores ambientales (pH,
humedad y temperatura). En lo que respecta a la humedad relativa,
requieren menos humedad que las levaduras y las bacterias. La humedad
relativa éptima para el crecimiento de los hongos es de 85%. En cuanto a
la temperatura la mayoria de los hongos pueden considerarse mesoéfilos,
es decir, crecen bien a la temperatura ambiente éptima de 25 a 30°C, y con
relacion al pH la mayoria crecen a un intervalo amplio. Los mohos que
invaden a las semilias en el campo, previo a la cosecha, son Fusarium sp.,
Alternaria sp., algunos Peniciflium sp., Aspergillus sp. y Mucor sp (Raybaudi
y Martinez, 2000).

Los hongos en su mayoria poseen un cuerpo vegetativo filamentoso
llamado micelic. Este se ramifica en todas direcciones, las ramas
individuales del micelio son llamadas hifas y son generalmente uniformes,
de espesor por lo general de 2 a 10 micrémetros de diametros (Agrios,
2005).

Los hongos se reproducen por medio de esporas. Las esporas son
estructuras reproductivas especializadas para la propagacion del hongo,
que constan de una o varias células. Estas estructuras pueden formarse

asexualmente (mediante la produccién de las esporas por el micelio del
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hongo, sin intervencién de cariogamia o meiosis), o ser el resultado de un

procesc sexual (Agrios, 2005).

El papel de los hongos es muy importante, ya que son responsables en
gran medida de la descomposicion de los restos vegetales y de la sustancia
organica gracias a su ubicuidad y a su numero extremadamente alto
(Guzman, 1981; Bold et al., 1988).

Soriano del Castillo (2007) menciona que los hongos utilizan para su
crecimiento una serie de sustancias quimicas denominadas metabolitos
primarios, como pueden ser acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y
lipidos mayoritariamente. El uso de estos metabolitos primarios se asocia

con la fase de rapido crecimiento del hongo.

Los metabolitos secundarios son una serie de compuestos que no son
esenciales para el crecimiento vegetativo en cultivo puro. Dentro de este
grupo, tenemos a los antibidticos y a las micotoxinas. Las micotoxinas se
suelen formar al final de la fase exponencial o al principio de la fase
estacionaria del crecimiento del moho {(Soriano del Castillo, 2007).

2.2.3.2. Principales hongos aflatoxigénicos

l.os hongos de los generos Aspergillus, Penicillium y Fusarium son los que
producen las micotoxinas de mayor interés en las micotoxicosis humana y
animal, menos considerable se muestra el género Alternaria (Fernandez,
2000). El desarrollo visible de estos hongos en los alimentos, conlleva al
riesgo de la produccion de micotoxinas; sin embargo, no constituye una
evidencia clara de la presencia de las mismas, de igual forma que la
ausencia de hongos toxigénicos viables, incluso demostrado mediante
analisis de laboratorio, no es un excluyente de que las toxinas se

encuentren en el alimento (Fernandez, 2000).

l.as micotoxinas mas importantes desde el punto de vista econémico y

toxicologico son las aflatoxinas, producidas por hongos del género
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Aspergillus, ya que, entre sus metabolitos toxicos, se encuentra la
Aflatoxina B1 (AFB1), considerada como la sustancia con potencial
carcinogénico mas elevado que existe en la naturaleza. Aspergillus flavus,
A. parasiticus y A. nomius son los principales productores (Rodriguez et al.,
2007, Ruiz y Font, 2007). En la Tabla N° 2 se muestran los principales

hongos micotoxigénicos y sus respectivas micotoxinas.

Tabla 3. Principales hongos micotoxigénicos y sus micotoxinas

Hongo Micotoxina
Aspergillus flavus Aflatoxinas B1 y B2
Aspergillus parasiticus Aflatoxinas B1, B2, G1y G2
Fusarium sporotrichioides Toxina T-2; Desoxinivaienol

{nivalenol), Zearalenona

Fusarium moniliforme (F. Fumonisina B1
verticillioides)

Penicillium verrucosum Ocratoxina A
Aspergillus ochraceus Ocratoxina A

Fuente: FAO (2007)
2.2.3.21. Aspergillus sp.

Pertenece a la familia Aspergillaceae, género Aspergillus. De este género
se conoce 185 especies. Los hongos de éste género estan muy difundidos,
son oportunistas y viven como saprofitos en el suelo, vegetales en
descomposicion, cualquier tipo de materia organica causando el deterioro

de muchos productos alimenticios, entre ellos el maiz (Guzman, 2008).

Los productos metabdlicos de ia invasion fingica suelen ser muy toxicos
(en especial los producidos por Aspergillus flavus y A. parasiticus), tanto
para el hombre como para los animales.
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a. Morfologia e identificacion

El color es la principal caracteristica macroscépica para la identificacion de
los grupos de Aspergillus. Poseen distintos tipos de verde, pardo, amarillo,
blanco, gris y negro. Las cabezas conidiales {coniditforos), presentan bajo
el microscopio cuatro formas basicas. globosa, radiada, columnar o
claviforme (Carrillo, 2003). Sobre éstas se encuentran las células

conididgenas que originan las esporas asexuales o conidios.

El conidiéforo caracteristico de Aspergilius, aunque es una estructura
unicelular, posee tres partes bien diferenciadas: vesicula (extremo apical
hinchado), estipe {seccidn cilindrica situada debajo de la vesicula) y célula
pie {seccion final a veces separada por un septo, que une el conididforo
con el micelio). Sobre la vesicula se disponen las células conidiégenas,
denominadas habitualmente fialides. En muchas especies, entre la vesicula
y las fialides se encuentran otras células denominadas métulas. Las
cabezas conidiales que solo presentan fialides se denominan uniseriadas,
y las que presentan fidlides y métulas biseriadas (Abarca, 2000; Samson et
al., 2000).

Los conididforos de Aspergiflus se originan en unas celulas micelares
denominadas células basales, éstos se mantienen erectos sobre las hifas
somaticas y forman unos abultamientos globosos llamados vesiculas (Bold
et al, 1988). En la Figura 1 se pueden observar las estructuras que

componen los llamados cuerpos fructiferos de Aspergillus spp.
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Figura 1. Estructuras morfoldgicas del género Aspergilius sp.
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Fuente: Samson et al. (2000)
b. Condiciones para su crecimiento

El rango de temperatura para la mayoria de las especies es de 30-33°C. Si
unos granos con un contenido de humedad con el 15% no fueron afectados
por Aspergillus durante un afo es porque la temperatura de

almacenamiento estuvo por debajo de 10°C (Carrillo, 2003).

El estrés hidrico en el campo durante la polinizacidén ha sido relacionada
con el incremento en el aire, del niumero de esporas de Aspergillus. Por
consiguiente, cuando se presenta el estrés de sequia durante esta etapa,
se incrementa la carga de inéculo (esporas en el aire) aumentando la
oportunidad de que ocurra una infeccidén, ya que, al mantenerse las
condiciones de sequia en el campo, Aspergillus podria desarrollarse a lo

largo de toda la permanencia del cultivo en el campo (Cassel et al., 2001).

2.2.3.3. Presencia de hogos toxigenicos en alimentos para bovinos

La contaminacion de alimentos por hongos filamentosos y levaduras es
causa de grandes pérdidas econémicas en todo el mundo. Muchos hongos

son reconocidos agentes de deterioro y pueden alterar las caracteristicas
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organolépticas de los alimentos. Desde el punto de vista sanitario, algunos
de ellos producen esporas que generan reacciones alérgicas en el hombre
y animales. Otros presentan la capacidad de producir una gran variedad de
metabolitos secundarios denominados micotoxinas. Los hongos
productores de micotoxinas se encuentran muy difundidos en el ambiente

y resultan ser contaminantes frecuentes de los alimentos (Pitt Hocking,
1999).

Las especies que se presentan frecuentemente pertenecen a los géneros
Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Mucor, Byssochlamys, Absidia,
Arthrinium, Geotrichum, Monascus, Scopulariopsis y Trichoderma (Pelhate,
1977, Jonsson et al., 1990; Nout, 1993). Los mohos disminuyen el valor
nutritivo, la palatabilidad del ensilaje y son un riesgo para la salud de los

animales y las personas.

Los hongos filamentosos presentan una gama é6ptima de temperatura de
crecimiento que se encuentra entre 28 y 37 °C y pueden crecer en un
amplio rango, el cual se extiende entre 12 y 48°C. Se presentan en la
naturaleza bajo la forma de micelio o esporas sexuales o asexuales
llamadas conidios. Bajo condiciones adversas tales como desecacion o
escasez de nutrientes, forman estructuras de resistencia. De este modo
permanecen latentes hasta que las condiciones ambientales cambian y se
hacen favorables; es entonces cuando los esporos germinan dando nuevo
micelio (Cotty, 1988; Yu et al., 2005).

2.2.4. Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios, tdxicos, producidos por
algunas especies fingicas en determinadas condiciones, las cuales
pueden contaminar alimentos y cultivos a través de la cadena alimentaria
(Prandini et al., 2009).
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E!l termino micotoxinas es la combinacion de la palabra griega “mykes”;
hongo y la palabra latina “toxicum” veneno. Se trata, en general, de
moléculas relativamente pequefias (PM < 700 Da} con estructura quimica
y actividad bioldégica muy diversa, capaces de desencadenar diversas
alteraciones y cuadros patologicos en el hombre y en los animales,

denominadas micotoxicosis (Turner ef al., 2009).

Las micotoxinas se generan cuando la fase de crecimiento del hongo llega
a su etapa final y durante la fase estacionaria, siendo a menudo asociado
con Ia diferenciacién y la esporulacion (Moss, 1991). En la Figura 2 se
puede apreciar la fase de crecimiento del hongo y la etapa de produccién

de micotoxinas (Soriano del Castillo, 2007).

Figura 2. Fase de crecimiento fungico y localizacién de la sintesis de

mocotoxinas.
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Fuente: Soriano del Castillo (2007)
Las micotoxinas pueden contaminar los alimentos, los piensos, las materias
primas utiizadas para su elaboracion, originando un grupo de
enfermedades y trastornos denominados micotoxicosis, y que resulta toxico
para el hombre o los animales (Soriano del Castillo, 2007).
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Durante la fase de post-cosecha, la proliferacién de hongos y produccion
de aflatoxinas puede aumentarse en sitios de almacenamiento calientes y
hamedos (Diaz, 2006).

2.2.41. Aflatoxinas

Son las micotoxinas mas importantes. Se trata de un conjunto de
metabolitos secundarios del grupo difuranocumarina, producidos
principalmente por tres especies de Aspergillus (flavus, parasiticus y
nominus) bajo condiciones de humedad y calor; sin embargo, se ha
demostrado que la especie A. flavus es la cepa contaminante mas comun
en la produccion agricola (Turner et al,, 2009).

Hasta ahora han sido identificadas dieciocho aflatoxinas, pero sclo cuatro
de ellas se han encontrado en alimentos y piensos: B1, B2, G1 y G2
(Heshmati y Milani, 2010). Aspergillus flavus produce solo aflatoxinas B,
mientras las otras dos especies producen ambas aflatoxinas B y G.
(Zinedine et al.,, 2006). Las demas aflatoxinas conocidas resultan del
metabolismo de alguna de estas como son la aflatoxina M1 y M2, que se
excretan en leche de hembras de mamiferos que consumen AFB1 en la

dieta.

Las aflatoxinas son las sustancias carcinogenas mas potentes hasta ahora
conocidas, por lo que son las micotoxinas mas estudiadas y controladas.
Son producidas principalmente por los hongos A. flavus, A. parasiticus y A.
nomius (Ruiz y Font, 2007, Smith, 2005}

2.2411. Aflatoxina M1

La inocuidad de la leche se ve afectada, por el forraje que se alimenta el
ganado que esta contaminado o enmohecido, proliferacion de hongos del
genero Aspergillus flavus que producen la aflatoxina B1. Al ingerir las vacas
lecheras estos alimentos o raciones contaminadas con aflatoxina B1 en el

organismo del animal sufre una biomagnificacién, producto del
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metabolismo animal, generando la denominada aflatoxina M1, esta se
acumula en los tejidos del animal y un porcentaje eliminada a través de los
liquidos biolégicos como la leche y orina, dentro de las 12 a 24 horas de
ingestién del alimento contaminado o enmohecido con el hongo que
produce la aflatoxina B1. La leche contaminada con aflatoxina M1 afecta la
salud del ser humano y animal de manera alarmante, deteriorando 6rganos
como el cerebro, riion e higado principalmente, por ser estas
cancerigenas, teratogénicas, hepatotdéxicas e inmunosupresivas
(CONACYT, 2002).

2.2.5. Principales alimentos contaminados con aflatoxinas

Ocurre en todos los ensilajes al ser abiertos y expuestos al aire para su
empleo, pero puede ocurrir antes por dafo de la cobertura del silo (p. €j.
roedores o pajaros). El periodo de deterioro puede dividirse en dos etapas.
La primera se debe al inicio de la degradacion de los acidos organicos que
conservan el ensilaje por accién de levaduras y ocasionalmente por
bacterias que producen acido acético. La segunda fase de deterioro incluye
la actividad de otros microorganismos aerobios, también facultativos, como
mohos y enterobacterias (Honig, 1980).

2.2.6. Efectos toxicos de las aflatoxinas

Las aflatoxicosis o0 enfermedades causadas por la ingestién de aflatoxinas,
pueden ser agudas y llegar a causar la muerte, o crénicas, dando lugar a
cancer, inmunosupresion y otras patologias “lentas” (Hsieh, 1988). Dentro
de los efectos agudos se han descrito los sindromes de Kwashiorkor y de
Reye. Ambos afectan a nihos y adolescentes, y se relacionan con una
severa malnutricion, y encefalopatia y degeneracioén grasa de las visceras,
respectivamente (Hayes, 1980). A largo plazo, estas toxinas pueden
reaccionar y modificar el ADN, dando lugar a la formacion de lesiones pro-

mutagénicas que provocan la activacion de protooncogenes y la
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inactivacion de genes supresores de tumores, son también genotéxicas,

teratogénicas y tienen efectos anti nutricionales (Kensler et al., 2003).

Las aflatoxinas son sustancias aitamente toxicas para la especie bovina
deteriorando su funcidbn homeostatica, afectando sus érganos blancos
como higado y rifién y causando la muerte del animal (Camean y Repetto,
2008).

(Lazo y Sierra, 2008) fundamenta que la toxicidad aguda de las aflatoxinas
se manifiesta principalmente como lesiones hepaticas, en la forma
subaguda, los animales jovenes pueden presentar retardo en el
crecimiento, pérdida del apetito, se compromete el sistema inmunitario por
su accion degenerativa sobre el timo y la bolsa de Fabricio, aumenta la
fragilidad capilar afectando el tiempo de coagulacion sanguinea y de alii, ia

presencia de hematomas, postracion y muerte.

En la especie humana cuando son ingeridas a través de los productos
alimenticios contaminados los efectos téxicos son también importantes
porque generan cancer, hepatotoxicidad y mutagénesis, siendo mayor el
riesgo para nifios y jovenes por el consumo importante de leche en esta

etapa de desarrolloc (Camean y Repetto, 2008).

En los animales como las vacas lecheras se ha observado una disminucién
en la eficiencia reproductiva y en la produccion de leche por el consumo de
alimento con 120 ppb AFS; existiendo un incremento del 25 % en la

produccién al retirarse el alimento contaminado (Guthrie, 1979).

Un estudio realizado a 110 muestras de leche pasteurizada de los
supermercados de Mashhad-Iran, durante abril a mayo de 2006, registraron
concentraciones de 0.008 a 0.034, 0.009 a 0.039 y 0.013 a 0.089 ppb de
AFM1, resultando el 100 % de las muestras contaminadas por AFM1, de
las cuales el 5.4 % tenian AFM1, superior al limite de la tolerancia maxima

(0.05 ppb) aceptada por la Unién Europea (Gholamreza et al., 2007).
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2.2.7. Aspectos legislativos en el control de aflatoxinas

La Comisién del Codex Alimentarius (CCA), apoyada por la FAO y la OMS,
apunta a facilitar el comercio mundial y a proteger la salud de los
consumidores mediante el desarrollo de normas internacionales para los
alimentos y las raciones. En la actualidad los paises miembros del CODEX
Alimentario son 168. Dentro de la CCA, el Comité del CODEX para Aditivos
Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos (CCFAC) establece limites
maximos (normas) para los aditivos y los contaminantes en los alimentos
los que resultan decisivos en caso de conflictos comerciales. En aflatoxinas
totales establece niveles maximos permisibles entre 10 y 15 pg/kg para la
mayoria de los ingredientes alimenticios (FAO, 2003).

En 2001, el Codex Alimentarius de la Comunidad Europea establece un
nivel maximo de 0.05 ppb de aflatoxina M1 en leche cruda. Se considera el
nivel de limite permisible de 0.05 ppb el mas apropiado teniendo en cuenta
los aspectos de la salud publica y alimentaria (Comunidad Europea, 2001;
CONACYT, 2002)
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ll. MARCO METODOLOGICO
3.1. LUGAR DE EJECUCION

Las pruebas de identificacibn de cepas de Aspergillus sp. y la
determinacion de la carga fungica se realizaran en el Laboratorio de

Microbiologia de la E.P.I.A. de la Universidad Nacional de Moquegua.

El acondicionamiento de las muestras de ensilado y alimento concentrado,
asi como la leche se realizaran en el Laboratorio de Microbiologia de la

E.P.LA. de la Universidad Nacional de Moquegua.

La cuantificacion de aflatoxinas totales en el ensilado y ailimento

concentrado se realizaran en el Laboratorio Regional de Salud Moguegua.

La cuantificacion de aflatoxina M1 en leche se realizara en e! Laboratorio
Acreditado de CERPER-PERU.

3.2 TIPO Y DISENO

El presente trabajo de investigaciéon es de tipo observacional descriptivo y
prospectivo, cuyo disefio es longitudinal el cual se basa en analisis en
campo y laboratorio.

3.3. NIVEL DE INVESTIGACION
El nivel de investigacion es descriptiva, comparativa y aplicativa.

3.4. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
3.4.1. Variable Independiente

Alimento: Ensilado y concentrado

Leche
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3.4.2. Variable Dependiente

Recuento de la carga fungica (U.F.C./g)
Frecuencia de aislamiento de Aspergilius sp. (%)
Aflatoxinas totales (ug/kg)

Aflatoxina M1(pg/L)

3.5. POBLACION Y MUESTRA
3.5.1. La poblacién

Esta constituido por los productores pertenecientes a la Asociacién el
FONGAL Moquegua.

3.5.2. Muestra

Esta conformada por 6 productores pertenecientes a la Asociacion el
FONGAL Moquegua, de los cuales se obtendran los alimentos y la leche

para los posteriores analisis.

3.6. TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA RECOLECCION DE
DATOS VALIDACION Y CONFIABILIDAD DE LOS
INSTRUMENTOS

3.6.1. Materia Prima

Ensilado: Para el recuento de la carga flngica y la identificacion de cepas
de Aspergillus sp. se emplearan 10 g de muestra, y para la cuantificacién

de aflatoxinas totales se emplearan 20 g de muestra.

Concentrado: Para el recuento de la carga fungica y la identificacion de
cepas de Aspergilius sp. se utilizaran 10 g de muestra, y para la

cuantificacion de aflatoxinas totales se emplearan 20 g de muestra.

Leche: Para la cuantificacion de aflatoxina M1 se emplearan 20 mi de leche.
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3.6.2. Insumos

- Agar Papa Dextrosa

- Agar de Dicloran Rosa de Bengala y Cloranfenicol (DRBC)
- Azul de lactofencl frasco

- Alcohol etilico (96 %)

- Hipoclorito de sodic 10 % (p/p)

- Agua destilada

3.6.3. Materiales y Equipos

3.6.3.1. Materiales e Instrumentos de Laboratorio

- Placas petri, medidas: 90 x 15 mm

- Asa de drigalski

- Test de Elisa para la cuantificacién de aflatoxinas totales en cereales y
alimentos para animales.

- Porta objeto

- Cubre objeto

- Rack vacio para 96 micro puntas

- Probeta de 100 mL

- Probeta de 500 mL

- Vaso de precipitado de 50 mL

- Matraz de erlenmeyer de 500 mL

- Plato de cristal para microondas

- Reutilizable gel congelador

- Bolsa ziploc

- Toalla papel

- Algodédn hidrofilado

- Gasa estéril

- Papel aluminio

- (afas de proteccién para laboratorio

- Papel kraft en bovina
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- Papel de filtro Whatman N°1

- Toca descartable

- Gafas de proteccidn para laboratorio
- Barbijos descartables

- Guantes latex.

- Cinta adhesiva trasparente
3.6.3.2. Equipos

- Toma muestra de acero inoxidable

- Balanza digital de sobremesa

- Maguina de trituracion

- Micropipeta manual de volumen variable: 100 a 1000 pL
- Micropipeta manual de volumen variable: 20 a 200 pL

- Agitador para leche con disco

- Cazo para liquidos con mango

- Agitador vortex de mesa, analogo

- Espatula cuchara de laboratorio

- Asa de siembra, material de platino de nicromo

- Aguja de diseccion, material de acero inoxidable

- Pinza metalica de diseccién

- Bisturi

- Nevera térmica, Cifrado 600D Oxford Tela + Espuma PE + PEAV

3.6.4. Metodologia Experimental

El presente estudio determinara Aspergillus sp. y aflatoxinas totales en
muestras de ensilado y alimento concentrado destinados al consumo de
bovinos (Bos taurus) y aflatoxina M1 en leche proveniente de los
productores en estudio pertenecientes a la Asociacion el FONGAL

Moquegua, cuyo flujo de operaciones se muestra en la siguiente Figura 3.
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Figura 3. Metodologia experimental del proyecto
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Fuente: Elaboracién propia (2017)

A continuacion, detallaremos cada una de las operaciones referidas en el

flujograma anterior Figura 3.
3.6.4.1. Etapas preliminares

a. Seleccion de la muestra de estudio

Para la seleccion de la muestra de productores de la Asociacién FONGAL
Moquegua se aplicara un muestreo aleatorio simple, cuya metodologia es
la siguiente:

El método consiste en extraer una muestra de tamano n, de una poblacién

de tamafo N, de manera totalmente aleatoria. Para elegir la muestra es
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necesario disponer de un "marco”, es decir, de un listado de los
componentes de esa poblacion, o informacion equivalente como un mapa,
de manera que se puedan elegir mediante un proceso de azar (Elena,
2005).

b. Recoleccion de informacion general

En esta parte se obtendra toda la informacién necesaria de los productores
en estudio, con el fin de conocer el tipo de alimento, las condiciones de
almacenamiento, y otros. Esto se realizara a través de una encuesta, la

cual incluye la siguiente informacion (Ver anexo 1).

c. Recojo de las materias primas para su analisis

v" Ensilado

La recoleccidon de las muestras se realizara de acuerdo a la técnica ‘M’
0 zig-zag (ver anexo 2). Las muestras seran tomadas de la superficie

de los silos previo a ser administrado al ganado.

La muestra compuesta se reducira de tamafio empleandose el metodo
del cuarteo (ver anexo 3), obteniendo asi una muestra de
aproximadamente 1000 g la cual se almacenard en neveras de
refrigeracidn portatii a una temperatura entre 0 a 4 °C utilizando
conservadores de frio durante su transporte al laboratorio.

v Concentrado

La recoleccion de las muestras se realizara en la boca de los sacos,

previo a ser administrado al ganado.

La muestra compuesta se reducira de tamafo empleandose el método
del cuarteo (ver anexo 3), obteniendo asi una muestra de
aproximadamente 1000 g la cual se almacenara en neveras de
refrigeracion portatil a una temperatura entre 0 a 4 °C utilizando

conservadores de frio durante su transporte al laboratorio.
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v Leche

Las muestras de ieche se recolectaran al dia siguiente de haber tomado la

muestra de alimento.

Estas muestras se tomaran de las cantinas de cada productor (de una
cantina escogida al azar), inmediatamente después del ordefio (Vazques,
2006).

Las cantinas seleccionadas se homogenizaran y seguidamente se tomara
la muestra introduciendo una cuchara de acero inoxidable a la mitad de la
cantina extrayendo la muestra (Combita y Mildenberg, 2009). Se tomara
250 ml de leche, el cual se depositara en frascos previamente esterilizados
y rotulados. Las muestras se almacenaran en neveras de refrigeracion
portatil a una temperatura entre 0 a 4 °C utilizando conservadores de frio

durante su transporte al laboratorio.

d. Acondicionamiento de las muestras

Las muestras de ensilado y alimento concentrado llegadas al laboratorio
seran secadas en una estufa de alta temperatura con circulacién forzada
de aire a 60 °C durante 24 h, posteriormente se moleran y almacenaran
dentro de bolsas con cierre hermético a 4 °C antes de los analisis de las

aflatoxinas totales (Rangel, 2015).

Una alicuota de 10 g se seleccionara aleatoriamente de cada muestra antes

de ser secada para el analisis de los hongos.

Las muestras de leche llegadas al laboratorioc seran sometidas a una

cadena de frio a temperatura de 4 °C.

3.6.4.2. Determinacion de la carga fungica

Los recuentos fungicos se realizaran por el método adoptado por ta NTC-

5698-1 (ver anexo 4). Este método se aplicara a todas las muestras de
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ensilado y alimento concentrado provenientes de los productores en
estudio pertenecientes a la Asociacion FONGAL Mogquegua.

3.6.4.3. Identificacion de cepas de Aspergillus sp.

v Aislamiento

Las cepas de Aspergillus sp. se aislaran a partir de las placas
seleccionadas para el recuento fungico. El criterio para el aislamiento de
estas cepas se basara en la caracterizacion macroscopica de las colonias

fungicas, teniendo en cuenta las descripciones de Samsom et al., (2000).

Para el aislamiento de las cepas, se prepararan placas petri con 100 ml de
agar papa dextrosa, se tomara con una asa de platino una pequefia porcion
de esporas del in6culo, el cual se colocara en el centro de la placa que
contiene el agar y se dejaran incubar de 3 a 5 dias a una temperatura
ambiente (Beltran, 2000).

v Identificacién

La identificacion de cepas de Aspergillus sp. es propuesta por Satibanez et
al. (2011); cuya metodologia es la siguiente:

Se utilizaran criterios los cuales se basaran en la caracterizacion
macroscépica de las colonias fungicas y la preparacién de la muestra se
efectuara segun la técnica de la cinta adhesiva propuesta por Rodriguez-
Tudela y Aviles (1991), la cual consiste en aplicar una porcion de cinta
adhesiva transparente sobre la superficie de la colonia y pegarla
posteriormente, por presion, sobre un portaobjetos en el que previamente

se ha colocado una gota de azul de metileno.

Satibaiez et al (2011) menciona que para la determinacién de la

morfologia microscopica se tomara en cuenta lo siguiente:

— ldentificacion conidiéforo, vesicula, métulas, fidlides y otros.
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Para la identificacidn se utilizaran el manual de Samsom et al. (2000).

3.6.4.4. Cuantificacion de aflatoxinas totales

La cuantificacion de aflatoxinas totales se realizaran en las muestras de
ensilado y alimento concentrado utilizando el kit comercial de ELISA,

empleandose la metodologia descrita por el fabricante.

3.6.4.5. Cuantificacion de aflatoxina M1

La cuantificacién de aflatoxina M1 en la leche se realizara por el método de
ELISA en el Laboratorio CERPER-PERU.

3.7. DISENO EXPERIMENTAL O METODOS Y TECNICAS PARA LA
PRESENTACION Y ANALISIS DE DATOS

3.7.1. Analisis estadistico

Los datos se reportaran por triplicado, a los cuales se les aplicara un
analisis estadistico descriptivo utilizando el programa MINITAB 17
(21.06.2017), reportando datos como media, desviacidon estandar (DE) y
rango.

Tabla 4. Tabla de registro de datos

Productor| Alimento |Muestra Repeticiones
A
i ——
G
e
i
i

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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3.7.2.

Operacioén de variables

Variable independientes

Variables dependientes

Factor de estudio Indicador Analisis Unidades
Recuento de
Tipo de alimento la carga U.F.C/mL
fungica
Chala de Frecuencia de
Ensilado ] aislamiento de %
maiz .
Aspergillus sp.
Concentrado Concentrado Aflatoxinas ug/kg
totales
Leche Aflatoxina M1 pgfL

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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4.2, RECURSOS HUMANOS

Asesor
Co-asesor

Tesista
4.3. BIENES

— Libros

— Separatas
— Papel bond
- Marcadores

— Lapiceros
4.4, SERVICIOS

— Contratacién de servicio especializado para analisis de aflatoxina M1 en

leche fresca bovina mediante el método de ELISA.

— Contratacion de servicio de Courner y encomiendas nacionales para él

envié de muestras.

- Contratacion de servicio de impresion de material de trabajo, formatos

y tesis.
4.5. FUENTES DE FINANCIAMIENTO Y PRESUPUESTO

Fuente de Financiamiento: Canon minero, sobre canon y regalias
mineras.

Presupuesto: UNAM-2016
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Cuadro 2. Presupuesto

NOMBRE DE LA ACTIVIDAD | UNIDAD |CANTIDAD Cl?,ﬂo COSTO TOTAL (S/.)
PASAJES Y VIATICOS ASESOR / EGRESADA
Caracterizacion fisicoquimica de la
Determinacion del contenido de
aflatoxina (AF) M1 1 Global 550.00 550.00
Determinacioén del efecto del tipo de
alimento que origina mayor contenido 2 Global 570.00 1140.00
de aflatoxina (AF) M1
2830.00
SUBCONTRATOS
Determinacién del contenido de -
aflatoxina (AF) M1 12 Servicios 330.00 3960.00
3960.00
EQUIPOS
Caracterizacién fisicoquimica de la
leche bovina 1 Global 4500.00 4500.00
Determinacién del contenido de
aflatoxina (AF) M1 1 Global 1200.00 1200.00
Determinacién del efecto del tipo de
alimento que origina mayor contenido 1 Global 3550.00 3550.00
de aflatoxina (AF) M1
9250.00
MATERIAL FUNGIBLE
Caracterizacion fisicoquimica de la
leche bovina 1 Global 700.00 700.00
Determinacién del contenido de
aflatoxina (AF) M1 1 Global 800.00 900.00
Determinacion del efecto del tipo de
alimento que origina mayor contenido 1 Global 400.00 400.00
de aflatoxina (AF) M1
2000.00
PROGRAMAS INFORMATICOS Y BIBLIOGRAFIA
Caracter1;ac1on fisicoquimica de la y Global 600.00 600.00
leche bovina
Determinacion del contenido de
aflatoxina (AF) M1 1 Global 450.00 450.00
Determinacion del efecto del tipo de
alimento que origina mayor contenido 1 Global 900.00 900.00
de aflatoxina (AF) M1
1950.00
COSTO TOTAL DEL PROYECTO 19990.00

Fuente: Elaboracion propia
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VL. ANEXOS

Anexo 1. Encuesta de inspeccidén

Fecha:

1. Numero de productor; [
2. Nombre del encargado: Tel.:

3. Tipo de Alimento: Ensitado ] Concentrado [_] Heno [_]
Oftros

4. Ensilaje: Locompra [_] Loelabora [_]

Ingredientes:

5. Concentrado: Comercial [__] Hecho en finca [

Ingredientes:

6. Modo de almacenaje del ensilado:

7. Modo de almacenaje del alimento concentrado: Bodega[__| Cuenta con
tarimas para colocar el alimento [__] Cuenta con buena ventilacion [_] Se
cuenta con control de roedores ] Almacén techado [__]  Aire libre [_]

Otros:

8. NUmero de animales: Total [_] Enordefio [__] Sementales [_|

8. Litros de leche producidos por ordefio

9. Cantidad de alimento ofrecido por animal

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Anexo 2. Técnica de “M” para el muestreo de alimentos (NOM-247-
SSA1-2008)

Se tomaran una o mas muestras primarias en cada uno de los puntos de
muestreo de acuerdo a la Figura 4. De la suma de las muestras primarias,
se constituira una muestra compuesta, la que se homogenizara, no
debiendo ser menor de 5 kg

Anexo 3. Méetodo del cuarteo Tejada (1992)

En ocasiones el material obtenido rebasa con mucho la cantidad necesaria
para enviar al laboratorio. En este caso, es indispensable realizar el método

de cuarteo que consiste en lo siguiente:

El material homogenizado se coloca en una superficie plana y se

extiende en una capa gruesa.
— Se divide en 4 partes iguales.

— Se descartan dos de los cuartos opuestos entre si eliminando el

material contenido en ello.

— Se mezclan las dos partes restantes hasta homogenizar la muestra

y se extiende nuevamente sobre la superficie.
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— Se repite la operacion de reduccién y homogenizacién hasta conseguir

el peso o tamano adecuado de la muestra.

~ 338 - &
|

Muestras pnmas

LOTE

L A
@ = “p=wp ™ 4q

Muestra contractual
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Anexo 4. Método horizontal para la enumeraciéon de mohos y
levaduras. Parte 1: Técnica de recuento de colonias en productos

con actividad acuosa (Aw) superior a 0.95

NORMA TECNICA NTC
COLOMBIANA 5698.1
2009-08-14

MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS Y ALIMENTOS
PARA ANIMALES. METODO HORIZONTAL PARA
LA ENUMERACION DE MOHOS ¥ LEVADURAS.
PARTE 1: TECNICA DE RECUENTO DE
COLONIAS EN PRODUCTOS CON ACTIVIDAD
ACUOSA (Aw) SUPERIOR A 0,95

“’ E: MICROBIOLOGY OF FCQOC AND ANIMAL FEEDING
STUFFS - WITH HBORIZONTAL METHCD FQR THE
ICONTEC ENUMERATION OF YEASTS AND MOULDS. PART 1
COLONY CCOUNT TECHNIQUE IN PRODUCTS WATER

ACTI/TY GREATER THAN 0,85,

CORREGPOUNCENCIA esta norma es kemcs (0T con respecio
a su gocuments 2¢ referenca. la norma
150 21 507- 2003

DESCRIPTORES nucrobslogic cde almenios. metogo

horizontal, @numeracion ge Jevaduras.
BNUMETALIon 2e monos recuemo ge
COIOMas

1LC.S $7.100.30

Ectada por & Institsto Colombiang Ge MNormmas Técncas y Cefeaeidn DCONTEC
Soadas 4277 Beged DO - Te (D71 4478885 - Fm WEY 2220428

Femibida U reproducsdn Ed130a 200807
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