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RESUMEN

La leche es un alimento altamente nutritivo y una fuente de macro y
micronutrientes necesarios para el crecimiento, desarrollo y mantenimiento de la salud
humana en todos los grupos etarios. Sin embargo, también puede ser una fuente de
contaminantes naturales de los alimentos que pueden causar enfermedades. Sumado
a esto, el mercado actual de productos lacteos estd cada vez mas influenciado por
exigencias de mercados internacionales y de los consumidores en materia de
inocuidad y seguridad alimentaria, constituyendo barreras para la comercializacion
interna y externa. La intensificaciébn de los sistemas productivos lecheros se
increment6 en los ultimos anos en Argentina, asociada a una serie de impactos
negativos sobre la inocuidad de la leche y los productos lacteos. La concentracién de
animales en menores superficies (mayor acumulacion de excretas), el mayor uso de
insumos (plaguicidas, fertilizantes) y alimentos cosechados y almacenados en
condiciones muy diferentes, son algunos de los factores que aumentaron los riesgos
de contaminacién en el tambo por la presencia en la leche de xenobioticos. El objetivo
general de la presente Tesis Doctoral fue evaluar el impacto de las practicas de
manejo en los diferentes sistemas de produccién de leche de Argentina sobre la
presencia de contaminantes en leche y productos lacteos.

En una primera etapa (Capitulo |) se investigd la presencia y niveles de tres
contaminantes (aflatoxina M1, nitratos/nitritos y plaguicidas) en la leche cruda de 34
tambos ubicados en la cuenca lechera central de Argentina representada por las
provincias de Santa Fe y Cordoba, en diferentes sistemas de produccién y periodos
climaticos. Otras matrices, como el agua y los alimentos consumidos por el ganado
bovino lechero, también fueron muestreadas como posibles vias de ingreso de
contaminantes a la leche. Al mismo tiempo se relevaron todas las practicas de manejo
realizadas en los sistemas productivos y a partir de ello, se identificaron los factores de
riesgo asociados a la presencia de cada contaminante en la leche cruda. Los
resultados indicaron que la leche producida en la cuenca lechera central no estuvo
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mayormente fuera de los limites internacionales maximos permitidos para los distintos
contaminantes. El 24,5% de las muestras de leche presentaron mas de 0,025 pg/l y
0,05 ug/l, limites establecidos por la Unién Europea para aflatoxina M1 (AFM;) en
leche infantil y leche fluida, respectivamente. En ningun caso, los valores excedieron el
limite maximo establecido para leche fluida por el Mercado Comun del Sur
(MERCOSUR). El 50% de las muestras superé el limite maximo establecido sélo para
uno de los plaguicidas evaluados, el clorpirifos-metil en leche (10 ug/l). Respecto a
nitratos y nitritos, el 12% de las muestras superaron el limite establecido por China
para leche infantil (2 mg/l). Dado que los requisitos de calidad son cada vez mas
estrictos, cualquier reduccion en los limites regulatorios internacionales tendra un
impacto grave en la produccidén nacional.

Los factores de riesgo identificados en los establecimientos, que explican la
presencia de los contaminantes evaluados en la leche, estuvieron asociados a la
implementacion de practicas de manejo inadecuadas. La semilla de algodén fue el
ingrediente de mayor riesgo en las dietas de ganado lechero y las condiciones de
almacenamiento de los subproductos en los establecimientos se asociaron a la
presencia de AFM; en leche. Por otra parte, la presencia de insecticidas
organofosforados en la leche estuvo asociada a la falta de registro de las aplicaciones
y del cumplimento de los tiempos de carencia establecidos para los plaguicidas.
Finalmente, se detectaron altos contenidos de nitratos en las muestras de agua de la
region bajo estudio y los factores de riesgo estuvieron ligados a caracteristicas
constructivas de los pozos de abastecimiento de agua y la distancia y ubicacién de los
mismos respecto a posibles fuentes de contaminacion como corrales de encierre de
los animales o pozos ciegos. Si bien no se hallé una correlacién entre el contenido de
nitratos en leche y en agua, y entre esta ultima y aspectos microbioldgicos, la mayoria
de las muestras estuvieron contaminadas con bacterias del grupo coliformes,

representando un alto riesgo sanitario, asociado a los factores enumerados.
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En el Capitulo Il se cuantifico la tasa de transferencia de la aflatoxina desde los
alimentos del ganado bovino a la leche y de ésta a los principales productos y
subproductos lacteos que exporta nuestro pais, como leche en polvo, quesos y
concentrado de proteinas de suero de queso. También se identificaron los factores
asociados a dicha tasa y a la concentracion de AFM; en la leche. La tasa de
transferencia promedio varié entre 0,84%-0,90% y se vio afectada por el nivel
productivo de las vacas y el tamano de particula de la racion ofrecida a las mismas.
Vacas de alta produccién (>30 litros/dia) presentaron mayor tasa de transferencia que
vacas de baja produccién (<30 litros/dia). En dietas en las que el tamafo de particula
no fue adecuado, presentaron una mayor concentracion de AFM; (0,0164 pg/l) y tasa
de transferencia (0,61%) que en aquellas donde el tamano de particula de la racién fue
ideal (0,0075 g/l y 0,34%, respectivamente). Se comprobé que la tasa de
transferencia se redujo a la mitad cuando se aplicaron mejoras en la calidad de la dieta
ofrecida a las vacas lecheras.

Se ha demostrado que debido a la solubilidad en agua de la AFM; y a procesos
térmicos que cambian las interacciones hidrofilicas entre la AFM; y la caseina, se
lograron reducciones de la toxina en leche en polvo mediante secado spray de 96% en
el contenido de AFM; de la leche naturalmente contaminada. Por otro lado, en el caso
de los quesos, AFM; incrementa su concentracion respecto a la leche original debido a
su afinidad con la fraccion de caseina de la leche. El nivel de AFM; resulté ser en
promedio 4,8 y 11,8 veces mayor en quesos blandos y duros, respectivamente, en
comparacion con la leche utlizada para su fabricacién. Sin embargo, una gran
proporcion de AFM; (60-70%) migra hacia el suero. Los resultados obtenidos indicaron
que la aflatoxina esta disponible en productos lacteos elaborados a partir de leche
naturalmente contaminada ya que la toxina puede tener diferentes comportamientos
de acuerdo con el proceso al que se la somete.

En el Capitulo Il se elaboré un modelo cuantitativo del riesgo de exposicion a
aflatoxinas en diferentes grupos de poblacion mediante la estimacion de la ingesta
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diaria de leche y productos lacteos por los consumidores argentinos. De acuerdo con
los riesgos potenciales para la seguridad humana derivados del consumo de aflatoxina
en la leche y los productos lacteos, la ingesta diaria estimada mostr6 que la cantidad
de aflatoxina es mas alta que la ingesta diaria tolerable recomendada (0,0002 ug/l), en
las categorias de poblacién infantil evaluada (46,2% y 45,2% en nifos de 6 a 23
meses y 2 a 5 anos, respectivamente), siendo mas baja para la poblacién adulta (9,6%
en mujeres de 10 a 49 anos). Aun asi, los nifios, considerados la poblacion mas
susceptible, no estarian expuestos a un riesgo significativo por los efectos de
aflatoxinas a través del consumo de leche, aunque esta situacion deberia evaluarse a
lo largo del tiempo. El analisis de sensibilidad indico que ciertos alimentos que forman
parte de la dieta del ganado lechero presentan niveles de aflatoxinas considerables,
como los silajes, pasturas, balanceados comerciales y semilla de algodén. Los
resultados de este capitulo, indicaron la necesidad de implementar buenas practicas
de manejo para prevenir y/o inhibir el crecimiento de hongos o agregar secuestrantes
en las dietas que permitan bloquear la accion de las aflatoxinas.

En el Capitulo IV se propuso la implementacion de una buena practica de
manejo tendiente a evitar o minimizar los riesgos para la salud humana y animal por el
efecto de las aflatoxinas. Se evalud la adicién de un secuestrante comercial a la dieta
de vacas lecheras contaminadas naturalmente con aflatoxinas sobre la concentracion
de aflatoxinas en la leche y la tasa de transferencia. La incorporacion de secuestrante
en la dieta permitié reducir la tasa de transferencia de aflatoxinas desde los alimentos
a la leche en un 65%, con un comportamiento independiente del nivel productivo de
las vacas. Debido a los niveles de exposicién a los que se encuentran expuestas las
vacas lecheras, no se apreciaron efectos metabdlicos ni sanitarios sobre las mismas.
Mediante un andlisis de escenarios, se demostré que la incorporacion de esta medida
de manejo, permitiria reducir los porcentajes de exposicion de la poblacion mas
susceptible al efecto de las aflatoxinas por el consumo de leche y productos lacteos.
Por otra parte, la reduccion de los limites de aflatoxinas debajo de los establecidos por
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las regulaciones internacionales permitiria a nuestro pais mejorar la performance
externa y acceder a mercados para productos y subproductos lacteos como por
ejemplo, el concentrado de proteinas de suero, con mercados importadores exigentes
debido a su destino en la alimentacion infantil.

Los resultados de este trabajo de tesis permitieron avanzar en el conocimiento
de los factores de riesgo que impactan en la probabilidad de aparicion de
contaminantes en la leche y productos lacteos, permitiendo direccionar las medidas de
manejo a través de buenas practicas a aplicar en los sistemas de produccion de leche

con sustento cientifico.
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ABSTRACT

Milk is a highly nutritious food, and it is a source of necessary macro- and
micronutrients for the growth, development and maintenance of human health in all age
groups. However, it may also be a source of natural food contaminants that may cause
disease. Added to this, the current market of dairy products is increasingly influenced
by demands of international markets and consumers in matters of food safety and
security, constituting barriers for internal and external marketing. The intensification of
dairy production systems has increased in recent years in Argentina, associated with a
series of negative impacts on the safety of products. The concentration of animals in
smaller areas (greater accumulation of excreta), the greater use of inputs (pesticides,
fertilizers) and feed harvested and stored in different conditions, are some of the
factors that increased the risks of contamination in the dairy due to the presence in the
milk of xenobiotics. The general objective of this Doctoral Thesis was to evaluate the
impact of management practices in the different systems of milk production in
Argentina on the presence of contaminants in milk and milk products.

In a first stage (Chapter I) the presence and levels of three contaminants
(aflatoxin M1, nitrates / nitrites and pesticides) in raw milk were investigated in 34 dairy
farms located in the Argentina's central dairy region represented by the provinces of
Santa Fe and Cérdoba, in different production systems and climatic periods. Other
matrices, such as water and feed consumed by dairy cattle, were also sampled as
possible ways of contaminants entering the milk. At the same time, all the management
practices carried out in the production systems were surveyed and, as a result, the risk
factors associated with the presence of each pollutant in raw milk were identified. The
results indicated that the milk produced in the central dairy basin was not mostly
outside the maximum international limits allowed for the different contaminants. 24.5%
of milk samples presented more than 0.025 ug/l and 0.05 ug/l, limits established by the
European Union for aflatoxins in infant milk and fluid milk, respectively. In no case, the
values exceeded the maximum limit established for fluid milk by the Common Market of
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the South (MERCOSUR). 50% of the samples exceeded the maximum limit
established only for one of the evaluated pesticides, chlorpyrifos-methyl in milk (10
pg/l). Regarding nitrates and nitrites, 12% of the samples exceeded the limit
established by China for infant milk (2 mg/l). As quality requirements are increasingly
stringent, any reduction in international regulatory limits will have a serious impact on
national production.

The risk factors identified in the farms, which explain the presence of the
contaminants evaluated in the milk, were associated with the implementation of
inadequate management practices. Cottonseed was the highest risk ingredient in dairy
cattle diets and the storage conditions of by-products in establishments were
associated with the presence of aflatoxin M1 (AFM;) in milk. On the other hand, the
presence of organophosphorus insecticides in milk was associated with the lack of
registration of the applications and compliance with the deficiency times established for
pesticides. Finally, high nitrate contents were detected in the water samples of the
region under study and the risk factors were linked to the construction characteristics of
the water supply wells and the distance and location of them with respect to possible
sources of contamination such as corrals enclosing animals or blind wells. Although no
correlation was found between the content of nitrates in milk and water, and between
the latter and microbiological aspects, most of the samples were contaminated with
bacteria of the coliform group, representing a high health risk, associated with the
factors listed.

In Chapter Il, the carry over rate of aflatoxin from cattle feeds to milk and the
main dairy products and byproducts exported by our country, such as milk powder,
cheese and whey protein concentrate, was quantified. The factors associated with this
rate and the concentration of aflatoxins in milk were also identified. The average carry
over rate varied between 0.84% -0.90% and was affected by the productive level of the
cows and the particle size of the ration offered to them. High production cows (> 30
liters/day) had a higher carry over rate than low production cows (<30 liters/day). In
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diets in which the particle size was not adequate, they presented a higher
concentration of AFM; (0.0164 ug/l) and carry over rate (0.61%) than in those where
the particle size of the ration was ideal (0.0075 pg/l and 0.34%, respectively). It was
found that the carry over rate was reduced by half when improvements were made in
the quality of the diet offered to dairy cows.

It has been shown that due to the water solubility of the AFM; and thermal
processes that change the hydrophilic interactions between AFM; and casein,
reductions of the toxin in milk powder were achieved by spray drying of 96.1% in the
content of AFM; of naturally contaminated milk. On the other hand, in the case of
cheeses, AFM; increases its concentration with respect to the original milk due to its
affinity with the casein fraction of the milk. The level of AFM; was found to be on
average 4.8 and 11.8 times higher in soft and hard cheeses, respectively, compared to
the milk used for its manufacture. However, a large proportion of AFM; (60-70%)
migrates to the whey. The results obtained indicated that aflatoxin is available in dairy
products made from naturally contaminated milk since the toxin can have different
behaviors according to the process to which it is subjected.

In Chapter Ill, a quantitative model of the risk of exposure to aflatoxins in
different population groups was elaborated by estimating the daily intake of milk and
milk products by Argentine consumers. In accordance with the potential risks to human
safety derived from the consumption of aflatoxin in milk and milk products, the
estimated daily intake showed that the amount of aflatoxin is higher than the
recommended tolerable daily intake (0.0002 ug/l), in the categories of child population
evaluated (46.2% and 45.2% in children from 6 to 23 months and 2 to 5 years,
respectively), being lower for the adult population (9.6% in women of 10 to 49 years
old). Even so, children, considered the most susceptible population, would not be
exposed to a significant risk due to the effects of aflatoxins through milk consumption,
although this situation should be evaluated over time. The sensitivity analysis indicated
that certain foods that are part of the diet of dairy cattle show considerable levels of
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aflatoxins, such as silages, pastures, commercial balances and cottonseed. The results
of this chapter indicated the need to implement good management practices to prevent
and/or inhibit the growth of fungi or add sequestrants in diets to block the action of
aflatoxins.

In Chapter IV, the implementation of a good management practice was
proposed to avoid or minimize risks to human and animal health due to the effect of
aflatoxins. The addition of a commercial sequestrant to the diet of dairy cows naturally
contaminated with aflatoxins was evaluated on the aflatoxin concentration in the milk
and the carry over rate. The incorporation of sequestrant in the diet allowed to reduce
the carry over rate of aflatoxin from feed to milk by 65%, with a behavior independent
of the productive level of the cows. Due to the exposure levels to which the dairy cows
are exposed, no metabolic or health effects were observed on them. Through an
analysis of scenarios, it was demonstrated that the incorporation of this management
measure would allow to reduce the percentage of exposure of the population most
susceptible to the effect of aflatoxins by the consumption of milk and milk products. On
the other hand, reducing aflatoxin limits below those established by international
regulations would allow our country to improve external performance and access
markets for dairy products and byproducts such as whey protein concentrate, with
import markets demanding because of their destiny in infant feeding.

The results of this thesis work made it possible to advance in the knowledge of
the risk factors that impact on the probability of the appearance of contaminants in milk
and dairy products, making it possible to direct the management measures through
good practices to be applied in the systems of production of milk with scientific

sustenance.
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INTRODUCCION GENERAL

La seguridad alimentaria es una de las grandes preocupaciones de la sociedad
actual. El concepto seguridad alimentaria ha adquirido diferentes significados y ha ido
evolucionando con el paso de los afnos. Segun la FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations), existe seguridad alimentaria cuando “todas las
personas tienen en todo momento acceso fisico, social y econdémico a alimentos
seguros, nutritivos y en cantidad suficiente para satisfacer sus requerimientos
nutricionales y preferencias alimentarias, a fin de llevar una vida activa y saludable”
(FAO, 2009).

El componente de mayor repercusidon en los paises desarrollados es la
utilizacién de los alimentos, asociado habitualmente a la inocuidad, garantia de que un
alimento no cause dano en la salud del consumidor cuando sea preparado y/o ingerido
de acuerdo al uso que se destine (FAO, 2011). Es por ello que en las ultimas décadas
se han adoptado diferentes medidas para prevenir, controlar, y reducir los riesgos de
origen alimentario para velar por la salud del consumidor. Los controles y el
seguimiento del alimento se efectian a lo largo de toda la cadena alimentaria y en
todos los sectores de la alimentacién bajo el concepto “de la granja a la mesa”
(European Commission, 2015).

A nivel europeo, el sistema RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed)
cataloga los peligros de seguridad alimentaria sobre una base de datos semanal y
anual. Este sistema representa la herramienta de intercambio de informacién mas
importante, proporcionando una elevada proteccién del consumidor ante los peligros
para la salud que se ocasionan en el sector alimentario.

De acuerdo con el informe mas reciente, un total de 2962 notificaciones
relativas a productos alimenticios fueron transmitidas a través del RASFF en el afo
2016, de las cuales, 495 correspondieron a notificaciones relacionadas con la
presencia de micotoxinas en alimentos (Annual Report RASFF, 2016). Como se puede

observar en la Figura 1, las micotoxinas ocuparon el segundo lugar de los peligros
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alimentarios, ocupando el primer y tercer puesto las notificaciones relacionadas con la

presencia de microorganismos patdégenos y plaguicidas, respectivamente.

Peligros alimentarios
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Figura 1: Notificaciones por peligros alimentarios (Annual Report RASFF, 2016)

Dentro de los productos alimenticios, la leche es un alimento altamente nutritivo
y es una fuente de macro y micronutrientes necesarios para el crecimiento, desarrollo
y mantenimiento de la salud humana. Sin embargo, también puede ser una fuente de
contaminantes naturales de los alimentos que pueden causar enfermedades (lgbal et
al., 2013).

Argentina se encuentra dentro de los 17 principales paises productores de
leche del mundo, ocupando el segundo puesto a nivel de Sudamérica después de
Brasil, con un consumo per capita que se ubica dentro del rango de los paises
desarrollados (209 litros/habitante afo) y muy por encima de lo recomendado por la
Organizacién Mundial de la Salud (OCLA, 2016). La elevada disponibilidad de leche
por habitante (295 litros/habitante) define al pais como exportador neto, ocupando el
5° lugar después de Nueva Zelanda, la Unidén Europea, Estados Unidos y Australia

(FAO, 2013). Dentro de este contexto, cualquier escenario de crecimiento cuantitativo
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de la produccion nacional debe orientarse mayoritariamente hacia mercados externos
(Taverna, 2012).

Existen en el pais aproximadamente 11.300 tambos, ubicados en la regidon
agroecolégica denominada “Pampa Humeda”, con una regién tradicionalmente
productora conformada por los departamentos del centro-oeste de la provincia de
Santa Fe y centro-este de la provincia de Cérdoba, aportando el 69% de la produccion
nacional (OCLA, 2016).

En los ultimos afos, la lecheria argentina experimenté cambios profundos
caracterizados por la intensificacién de los sistemas productivos con liberacion de
tierras para la produccién agricola y mayor concentracion de animales en menores
superficies, obligados a integrarse a modelos mixtos agricola-ganaderos (Taverna et
al., 2004). Este fenédmeno aumento los riesgos de contaminacion en el tambo por la
presencia en la leche de xenobibticos como los antimicrobianos, plaguicidas, toxinas
provenientes de la contaminacion de los alimentos con hongos (micotoxinas),
microorganismos patdgenos, detergentes, desinfectantes y otros contaminantes como
nitratos y nitritos, melanina, diacianodiamida, metales pesados, entre otros.

La intensificacibn de los sistemas agropecuarios incrementa los flujos de
energia y nutrientes, y los expone a procesos de contaminaciéon (Viglizzo y Roberto,
1997). La misma, se asocia a una serie de impactos negativos: 1) incremento de la
carga animal, con mayor cantidad de animales concentrados en menores superficies lo
que trae aparejado una importante produccion de estiércol, cuya disposicion final
requiere de especial cuidado por el efecto que tal concentracion pueda ejercer sobre el
ambiente con graves impactos en el agua superficial y subterranea (Herrero et al.,
2008) y 2) esta intensificacibn estd acompanada generalmente por una mayor
produccion y uso de alimentos cosechados y almacenados en diversas condiciones,
con un mayor uso de plaguicidas vy fertilizantes que pueden por un lado, ingresar a la

leche y por el otro, provocar un deterioro de la calidad superficial y subterrdnea del
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agua por exceso de nutrientes quimicos, en especial de eutrofizacion por altas
concentraciones de nitrégeno (Alfaro y Salazar, 2005; Carbo et al., 2014).

Este fendmeno provocé también, el desarrollo de actividades conjuntas en una
misma explotacibn como respuesta a la mayor exigencia del sistema y a la
competencia por el recurso tierra. La mayoria de los establecimientos existentes a
nivel provincial se caracterizan por presentar actividades mixtas, es decir, la
produccion lechera convive con la agricola (Arregui et al., 2013). Parte de los granos
producidos y sus subproductos, generalmente tratados con agroquimicos y/o
fertilizantes organicos e inorganicos, son utilizados como alimento del ganado lechero
y se presentan como un factor de riesgo importante de contaminacion de la leche.

Por lo planteado, el sector productivo primario presenta varios puntos dentro
del proceso de produccién donde la inocuidad puede verse comprometida y afectar a
la salud publica. Sumado a esto, el mercado actual de productos lacteos esta cada vez
mas influenciado por exigencias de mercados internacionales y de los consumidores
en materia de inocuidad y seguridad alimentaria, constituyendo barreras para la
comercializacion interna y externa (Boland et al., 2001).

Sumado a este contexto, en los ultimos 25 afos Argentina ha evolucionado
desde una lecheria de mercado interno a una creciente insercién internacional con una
alta diversificacién en el destino de sus exportaciones. Los productos de exportacion
mas importantes para Argentina son las leches en polvo, ciertos quesos, suero de
queso y sus derivados (concentrado de proteinas de suero). Asi, de los 650 millones
de litros exportados en los primeros cinco meses del 2018, un 50,8% sali® como
leches en polvo enteras, descremadas y modificadas, un 20,9% en quesos y 20,1% de
suero en polvo (OCLA, 2018).

El 50% de la leche en polvo exportada es destinada a la elaboracion de
férmulas infantiles o leche maternizada como alternativa ante la necesidad de
suministrar a recién nacidos (de 0 a 6 meses) un alimento que supla la leche materna
y a nifos en la primera infancia (hasta los 3 afnos). Respecto al suero, el mismo es
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utilizado para consumo humano como parte de formulados infantiles, chocolates,
panificados, lacteos, bebidas, productos carnicos, consumo animal e industria
farmacéutica.

Debido a la suceptibilidad de la poblacién destino, los estandares de calidad se
han redoblado y se muestra una constante evolucion en términos de nuevos
metabolitos a analizar y umbrales exigidos. El control de estas sustancias involucra a
toda la cadena (desde el tambo hasta la géndola) y requiere del desarrollo e
implementacion de estrategias de intervencion. Esto permitiria dar garantias de
inocuidad y seguridad alimentaria, aspectos importantes para la proteccién de la salud
humana, logro de credibilidad y posibilidad de mayor participacién en el comercio
mundial.

En esta tesis se evaluaron tres tipos de contaminantes a lo largo de la cadena
lactea: aflatoxinas, residuos de plaguicidas, y nitratos y nitros. La aflatoxina My (AFM;)
es un metabolito hidroxilado de aflatoxina By (AFB;) presente en los alimentos del
ganado (Asi et al., 2012), que se excreta en la leche de animales lactantes (Fallah et
al., 2009). La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha
colocado a AFB; como carcinégeno del Grupo 1 (IARC, 2002). Los estudios han
demostrado que la presencia de AFM; en la leche y los productos lacteos es un
problema de salud porque en muchos paises, todos los grupos de edad consumen
regularmente estos productos en su dieta diaria (Fallah et al, 2009). Ademas,
posteriormente puede contaminar otros productos lacteos, como el queso, el yogur y
puede generar problemas de salud para los consumidores.

Los plaguicidas son compuestos lipofilicos que ingresan en el cuerpo humano a
través de los alimentos, que tienen un origen animal especialmente rico en lipidos,
como la leche (Tecles, 2007). La presencia de pesticidas en la leche fue reportada por
varios autores en diferentes paises durante las Ultimas décadas, y el uso de la mayoria
de estos productos quimicos ha sido prohibido en muchos paises (Nag et al., 2007).
Sin embargo, las aplicaciones de plaguicidas constituyen un serio riesgo para: 1) la
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salud especificamente en los bebés, que tienen sistemas metabdlicos y enzimaticos
menos desarrollados (Shaker et al., 2015), 2) el medio ambiente y 3) el comercio
exterior, si no se aplican adecuadamente a fin de no dejar residuos en los alimentos
del ganado bovino lechero comprometiendo la inocuidad de la leche y los productos
lacteos (Giorda y Baigorri, 1997; Pengue, 2001; Novo et al., 2011).

La presencia de residuos de plaguicidas en productos de consumo es uno de
los aspectos de peligrosidad de los agroquimicos que mas preocupa actualmente,
tanto por la sensibilidad de la opinién publica respecto a la calidad de los alimentos,
como por su incidencia en el comercio a nivel nacional e internacional y su importancia
en la salud publica (Coscolla, 1993).

Los nitratos y nitritos son compuestos idnicos que se encuentran presentes de
forma natural en el suelo, agua y alimentos en bajas concentraciones, pudiéndose
incrementar como consecuencia de las actividades humanas. Ademas de las fuentes
naturales, son utilizados en fertilizantes y plaguicidas en las actividades agricolas
(Albert, 2004).

El nitrato es uno de los contaminantes mas frecuentes de las aguas
subterraneas y su presencia puede asociarse a problemas de salud humana,
especialmente en grupos sensibles como los lactantes. El significado toxicolégico del
ion nitrato para la poblacién humana es derivado del hecho de que los nitratos pueden
ser convertidos a nitritos y estos pueden reaccionar con la hemoglobina afectando el
transporte de oxigeno en sangre, originando la condicién patolégica denominada
metahemoglobinemia o sindrome del bebe azul (Winter et al., 2007). Por otro lado, los
iones nitritos pueden también reaccionar con aminas secundarias y terciarias para
formar compuestos N-nitrosos (nitrosaminas), inductores del cancer (Avery, 1999).

Si bien la informacién existente sobre la prevalencia de los contaminantes
enumerados es conocida a nivel internacional, en general, en nuestro pais no se ha
abordado de manera conjunta el estudio de la prevalencia de contaminantes, las rutas
de contaminacién de la leche y los factores de riesgos asociados a su presentacion.
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Conocer cuales son los factores que impactan en la probabilidad de presentaciéon de
estos xenobio6ticos de gran relevancia para la salud publica como para el comercio
internacional de leche y productos lacteos sera de fundamental importancia para
sustentar cientificamente las medidas de gestion que se decidan adoptar.

Por lo expuesto, en esta tesis se plante6 evaluar no solo la presencia de
contaminantes en el producto final, sino de comprender la relacion con el medio bajo el
cual la leche se produce, identificando mediante la evaluacion de factores de riesgo,
aquellas practicas dentro del proceso de produccidon que suponen un riesgo para la
inocuidad de la leche y los productos derivados de la misma. La informacion generada
permitié evaluar el riesgo de exposicion de la poblacién Argentina a la presencia de
algunos contaminantes debido al consumo de leche y productos lacteos, asi como

considerar pautas de manejo ante las situaciones detectadas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue evaluar el impacto de las

practicas de manejo en los diferentes sistemas de produccidén de leche de Argentina

sobre la presencia de contaminantes en leche, productos y subproductos lacteos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Investigar la presencia y los niveles de contaminantes en la leche cruda
en tambos de la cuenca lechera central Argentina en diferentes
sistemas de produccién y periodos climaticos.

Identificar los factores de riesgo asociados a la presencia de
contaminantes en la leche cruda.

Cuantificar la tasa de transferencia de los contaminantes a la leche,
productos y subproductos lacteos y evaluar los factores que la
influencian.

Realizar una evaluacién del riesgo de contaminantes en diferentes
grupos de poblacion mediante la estimacion de la ingesta diaria de
leche y productos lacteos por los consumidores Argentinos.

Proponer la implementacién de buenas practicas de manejo tendientes
a evitar o minimizar los riesgos para la salud humana y animal debido a

la presencia de contaminantes en la leche.

26



CAPITULO |I: Estudio observacional: Factores de riesgo
asociados a la presencia de contaminantes en leche de tanque
proveniente de tambos de la principal cuenca lechera de
Argentina.
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1. INTRODUCCION

En Argentina, la produccion lactea conforma uno de los complejos
agroalimentarios mas importantes y dinamicos dentro de la economia nacional. Solo
respondiendo a las nuevas y crecientes demandas sobre inocuidad del mercado
internacional, la produccion lechera lograré alcanzar la competitividad necesaria para
aumentar las exportaciones del sector (DNL, 2017).

La produccion lechera de la Argentina ha transitado en la ultima década un
camino de transformaciones y procesos de intensificacion de los sistemas de
produccion. Entre otros, la alimentacién intensiva de vacas lecheras en corrales es una
practica que ha crecido instalandose en varias regiones del pais, particularmente en la
region pampeana. Este sistema de produccion ha encontrado espacios en planteos
mas complejos, agricola-ganadero en el mismo campo como estrategia de
diversificacion (Pordomingo, 2009).

Por lo planteado, el sector productivo primario presenta varios puntos dentro
del proceso de produccion donde la inocuidad de la leche puede verse comprometida
debido a la presencia de xenobi6ticos como los antimicrobianos, plaguicidas, toxinas
provenientes de la contaminacién de los alimentos con hongos (micotoxinas) y de
microorganismos patégenos, detergentes, desinfectantes y otros contaminantes como
nitratos y nitritos, melanina, diacianodiamida, metales pesados, entre otros (Boland et
al., 2001). Debido a la susceptibilidad de la principal poblacién a la cual la leche va
destinada, los estandares de calidad se han redoblado.

El monitoreo y control de estas sustancias involucra a toda la cadena (desde el
tambo hasta la gondola) y requiere del desarrollo e implementacion de estrategias de
intervencion. Esto permitiria dar garantias de inocuidad y seguridad alimentaria,
aspectos importantes para la proteccién de la salud humana, logro de credibilidad y

posibilidad de mayor participacién en el comercio mundial.
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Contaminantes explorados y su relevancia en leche y productos lacteos
Aflatoxinas

La aflatoxina es una de las micotoxinas mas importantes y puede ser producida
por diferentes especies del género Aspergillus, principalmente Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus (Elsanhoty et al., 2014), influenciado (entre otros factores) por
las condiciones ambientales que favorecen el crecimiento del moho y la produccion de
toxinas en cualquier etapa de la cosecha o el almacenamiento de los alimentos (Van
Egmond, 1989).

La principal fuente de esta micotoxina son los alimentos a base de cereales.
Sin embargo, la aflatoxina también se puede encontrar en alimentos de origen animal
como la leche y productos lacteos (Campagnollo et al., 2016). Entre las aflatoxinas
(B1, B2, G1 y G2), la aflatoxina B, (AFB;) es el carcinégeno natural conocido mas
prevalente y potente (Gournama et al., 1995). En los rumiantes, tras la ingestién de
alimentos contaminados, la AFB; se destruye parcialmente en el rumen, mientras que
la AFB; absorbida sufre rapidamente procesos metabdlicos en el higado a varios
metabolitos secundarios, convirtiéndose en AFM;, que se excreta en la leche (Kuilman
et al., 2000; Kensler et al., 2011).

Tanto la AFB; como la AFM; tienen potencial carcinogénico, teratogénico y
mutagénico, causando un gran dafo a la salud humana (Hernandez-Mendoza et al.,
2009). En el ganado bovino, el consumo de estas micotoxinas se asocia con una
disminucién en el consumo de alimento, pérdida de peso, reduccién en la produccién
de leche, entre otras consecuencias (Driehuis et al., 2008).

En general, se considera que aproximadamente el 0,3-6,2% de AFB, presente
en la alimentacién animal se excreta como AFM; en la leche, dependiendo del animal,
la estacion del ano y la produccion de leche, asi como muchos otros factores (Creppy,
2002; EFSA, 2004). En nuestro pais, el proceso de intensificacion de la produccién

lechera llevé a un mayor uso de alimentos cosechados y almacenados en condiciones
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muy variables por lo que la presencia de estas toxinas es mas frecuente y casi
inevitable (Gaggiotti et al., 2004).

La posible presencia de AFM; en la leche y sus subproductos representa una
preocupaciéon mundial porque estos productos son consumidos principalmente por
nifnos, que son mas susceptibles a los efectos adversos de las micotoxinas (Boudra et
al., 2007). Este hecho es muy importante ya que AFM; es muy estable a los
tratamientos térmicos como la pasteurizacién (Galvano et al, 1996; Prandini et al.,
2009). Por lo tanto, varios paises han establecido limites de aflatoxinas tanto en
alimentos de ganado bovino como en leche y productos lacteos para proteger la salud

publica (Galvano et al., 1996).

Debido a que las micotoxinas son un contaminante natural de los alimentos, el
mejor control es la prevencion en el campo (Binder, 2007). El conocimiento de los
factores de riesgo que impactan en su presencia en leche, son indispensables para
elaborar medidas de gestion con base cientifica y recomendar buenas practicas a nivel
de los tambos, que ayuden a prevenir y minimizar los riesgos de contaminacion de los
alimentos y la leche con aflatoxinas como asi también a preservar la salud del rodeo

lechero.

Plaguicidas

Segun la definicion de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), un plaguicida o pesticida, es cualquier sustancia
destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas las
especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccién, almacenamiento,
transporte, distribucién y elaboraciéon de alimentos, productos agricolas o alimentos
para animales, o que pueda administrarse a los animales para combatir ectoparasitos.

El uso de plaguicidas es indispensable para mejorar la produccion agricola y
controlar las enfermedades humanas y animales transmitidas por vectores. Sin

embargo, el uso inadecuado de estas sustancias puede dejar residuos en los
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alimentos suministrados al ganado y estos, cuando se metabolizan, se depositan en la
grasa y los musculos, pudiéndose también encontrar en la leche. Del mismo modo, el
uso directo de estas sustancias para controlar los parasitos en el ganado puede
generar residuos en la leche cuando no se respeta el periodo de espera (Rothwell et
al., 2001).

La exposicién a plaguicidas, tanto en humanos como en animales, se da por
tres vias: respiratoria, absorcion dérmica y consumo de alimentos contaminados,
siendo esta ultima la de mayor impacto (Tsiplakou et al., 2010). La mayoria de las
veces, la presencia de residuos de plaguicidas en alimentos para animales es la
principal fuente de contaminacién de productos lacteos por plaguicidas, ya que
pequenas cantidades entran en el cuerpo de los rumiantes, se concentran en el tejido
graso y se transportan a través de las grasas y lipoproteinas circulantes del organismo
para posteriormente ser excretados por orina y leche (Kampire et al., 2011; Diaz et al.,
2012; Luzardo et al., 2012). Otras vias de entrada a la leche pueden ser la
contaminacién del agua con plaguicidas, la aplicacién de estos en animales para la
eliminacién de ectoparasitos y derrames accidentales (Tsiplakou et al., 2010)

La contaminacion de la leche y los productos lacteos con residuos de
pesticidas es un problema grave de salud publica, ya que son consumidos
ampliamente por bebés, nifios y adultos de todo el mundo (Goulart et al., 2008). Este
punto es de particular interés ya que los nifos pequefnos pueden estar altamente
expuestos a los residuos de pesticidas y tener un mayor riesgo de efectos adversos
para la salud debido a sus caracteristicas fisiologicas.

La exposicion cronica de plaguicidas presentes en la leche tiene efectos
adversos en la salud publica y causa enfermedades graves como cancer, afecciones
neurolégicas, dafos al sistema reproductivo y malformacién congénita (Alavanja et al.,
1996; Damalas y Eleftherohorinos, 2011).

Un estudio previo realizado en la cuenca lechera de Santa Fe-Cordoba revela
la presencia de insecticidas organoclorados, organofosforados y piretroides en leche
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(Rojas et al., 2012). Los plaguicidas organoclorados (OC) son sustancias quimicas
toxicas de alto impacto debido a su persistencia en el medio ambiente y la
bioacumulacién en humanos (Sachin et al., 2013; Velasco et al., 2014).

Los pesticidas organofosforados (OP) se utilizan ampliamente en la agricultura,
principalmente como insecticidas, debido a su amplio espectro de acciéon y menor
persistencia en el medio ambiente que los pesticidas organoclorados (Gazzotti et al.,
2009). Sin embargo, los OP pueden concentrarse a lo largo de la cadena alimentaria.
Las vacas lecheras pueden absorber estos compuestos por multiples vias (inhalacién,
ingestién y absorcion dérmica) y, por lo tanto, pueden ser excretados en la leche. Esto
se ve favorecido por las posibles interacciones de los OP con los lipidos y las
proteinas y puede verse influido por la estacion climatica (Pagliuca et al., 2006).

Los piretroides (P) son ampliamente utilizados en agricultura, areas
residenciales (interiores y exteriores), salud publica, desinsectizacién de productos
almacenados y medicina veterinaria (Lestremau et al., 2014). Como los piretroides son
compuestos lipofilicos, con altos valores de coeficiente de particidon octanol-agua (log
KOW), tienden a acumularse facilmente en los tejidos grasos. Dado que, la leche
contiene una cantidad considerable de grasa, la presencia de estos compuestos en
ella esta fuera de toda sospecha (Akhtar et al., 2017).

Los piretroides son efectivos en dosis bajas, muestran una baja toxicidad para
los mamiferos, una rapida biotransformacion en el cuerpo humano y altas tasas de
degradacién ambiental. Por lo tanto, esta clase de insecticidas generalmente se usan
mas que los OP y carbamatos (Wu et al., 2013). Ciflutrina, bifentrin y deltametrina son
los piretroides mas toxicos, pero también tienen la toxicidad oral aguda mas baja en
los mamiferos (ratas). Estos datos solo tienen en cuenta la toxicidad individual. Sin
embargo, cuando estan asociados, los piretroides pueden tener efectos aditivos (Cao
etal., 2011).

Los alimentos de origen animal son ampliamente consumidos por los humanos
para satisfacer las demandas diarias de energia. La posible presencia de residuos de
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pesticidas en este tipo de alimentos es un problema de seguridad alimentaria. Para
controlar el uso de pesticidas y proteger a los consumidores, las autoridades
reguladoras, como el Codex Alimentarius, establecieron limites maximos de residuos
(LMR) para pesticidas en estos alimentos.

El analisis de los alimentos para animales y la leche en busca de residuos de
plaguicidas es indispensable para monitorear los niveles e identificar las principales
fuentes de contaminacién de la leche y productos lacteos. En nuestro pais no existen
estudios de trazabilidad de plaguicidas a lo largo de la cadena lactea, sino sélo en
matrices evaluadas de manera independiente, como en leche (Lorenzatti et al., 2003

Rojas et al., 2012) o en agua (Alonso et al., 2018; Demonte et al., 2018).

Nitratos y Nitritos

Los nitratos (NOjz) y nitritos (NO,) son compuestos idnicos producidos
principalmente por fuentes naturales, encontrandose presentes en el suelo, agua y
alimentos, en bajas concentraciones. El aumento en su concentracion observado en
los ultimos afos, es producido por fuentes antropogénicas derivado principalmente, de
la agricultura y ganaderia intensiva.

En las areas rurales se introducen principalmente a través de fertilizantes,
acumulacién y aplicacion de estiércol animal y la proximidad a sistemas sépticos
danados o mal mantenidos (Spears et al.,, 2003). La cantidad de nitrdgeno organico
proporcionada por los animales esta relacionada con la cantidad de heces y orina, que
a su vez depende directamente de la nutricion y el tipo de sistema de produccion
(Gelberg et al., 1999). No es raro encontrar varias fuentes de contaminacion alrededor
del area donde se ubica el pozo de abastecimiento de agua, tales como salas de
ordeno, corrales de alimentacién, lagunas de tratamiento de efluentes y sistemas
sépticos, todas ellas importantes fuentes de nitrégeno.

La contaminacién por nitratos es una preocupacién tanto para la salud como

para el medio ambiente, ya que es uno de los contaminantes mas frecuentes de las
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aguas subterraneas y su presencia puede asociarse a problemas de salud humana,
especialmente en grupos sensibles como los lactantes (Hubbard y Sheridan, 1989).

Los niveles altos de NO; en el agua son potencialmente capaces de reducir la
capacidad de transporte de oxigeno de la sangre al producir metahemoglobina, que
induce sintomas de cianosis (Winter et al., 2007). Los bebés menores de 6 meses de
edad tienen mas probabilidades de sufrir estos efectos adversos que los adultos, lo
que causa el llamado "sindrome del bebé azul", una condicién potencialmente mortal
(Burden 1961; National Research Council 1974; Deeb y Sloan 1975; Knobeloch et al.,
2000).

La exposicion cronica a NO; en aguas subterrdneas también se ha asociado
con enfermedad tiroidea (van Maanen et al., 1994), diabetes (Parslow et al., 1997),
linfoma no Hodgkin (Weisenberger, 1990) y aumento del riesgo de cancer de colon
(De Roos et al., 2003). Asimismo, algun tipo de cancer del tracto gastrointestinal ha
sido atribuido a la accién de compuestos nitrosos, formados en el interior del
organismo a partir de los NO,, los que a su vez proceden de la reduccidén de los
nitratos consumidos con el agua (Avery, 1999).

En los Estados Unidos el limite maximo de NO; en agua para consumo
humano es de 44 mg/l (USEPA, 1983). En nuestro pais, el Cddigo Alimentario
Argentino establece un limite de 45 mg/l de agua.

Los nitratos son un tema de mucho interés, por su asociacién a practicas de
manejo productivo, como es la intensificacién de los sistemas productivos y el
aumento de la carga animal en determinados sectores (Goss et al., 1998; Rudolph et
al., 1998; Herrero et al., 2000Db).

En las zonas donde se practica una agricultura y ganaderia intensiva se utilizan
enormes cantidades de abonos quimicos, a los que se suman los abonos naturales
que provienen de las excretas animales (Davis et al.,, 2006). Estos abonos suelen
contener una cantidad importante de compuestos nitrogenados, como los nitratos, que
en proporciones adecuadas mejoran el crecimiento de las plantaciones y aumentan su
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rendimiento. Sin embargo, cuando estos compuestos se encuentran en cantidades
demasiado altas para que sean absorbidos por las plantas, se infiltran a través del
suelo y alcanzan las aguas subterrdneas, contaminando pozos y acuiferos.
Analogamente, los excrementos procedentes de animales de granjas también
aumentan la concentracion de nitratos en el suelo, de donde pueden pasar a los
acuiferos que hay bajo ellos (Carbd et al., 2009).

Los fertilizantes, abonos y residuos organicos de base nitrogenada aplicados al
suelo, son degradados por los microorganismos hasta nitratos, entre otros compuestos
inorganicos, que son esenciales para la nutricion vegetal, pero a su vez pueden ser
contaminantes del medio ambiente (Echeverria y Bergonzi, 1995). Los nitratos son
altamente solubles y no son retenidos por las cargas negativas de los coloides del
suelo, de modo que se mueven libremente con el agua de drenaje, a través del perfil,
hacia los acuiferos (Ceplecha et al., 2004).

Por ultimo, varios autores asociaron a las caracteristicas constructivas y
condiciones de sitio alrededor de los pozos de captacion de agua como posibles
fuentes de contaminacién puntual de los mismos (Hallberg et al., 1989, 1992; Glanville
etal., 1997; Goss et al., 1998; Ceplecha et al., 2004).

Altos niveles de nitratos en el suelo pueden conducir a niveles relativamente altos
de nitratos en el agua de consumo, lo cual afecta adversamente la salud humana. De
aqui, la importancia de monitorear los niveles de nitratos en los pozos o en cualquier
otra fuente de suministro de agua para consumo humano, animal e higiene de las
instalaciones. El conocimiento de los factores de riesgos asociados permitira proteger
las fuentes de agua minimizando los riesgos para la salud humana y animal derivados
de la contaminacion por nitratos.

Si bien, la informacién existente sobre la prevalencia de los contaminantes
citados es conocida a nivel nacional, en general, no se ha abordado de manera
conjunta el estudio de la prevalencia de estos contaminantes, las rutas de
contaminacién y los factores de riesgos asociados a su presencia en la leche.
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En la presente tesis no sélo se realiz6 un monitoreo de presencia/ausencia de
contaminantes, sino que también se buscd comprender la relacién con el medio bajo el
cual la leche se produce. La generacion de esta informacién a nivel de cuenca lechera
central de Argentina, es de gran relevancia tanto para la salud publica como para el
comercio nacional e internacional de leche y productos lacteos.

Para ello, en este estudio, se aplicaron modelos estadisticos que permitieron
identificar los factores de riesgo dentro del proceso de produccion, que impactan en el
aumento de la concentracién de contaminantes en la leche. Los mismos, se utilizaron
para intentar explicar la relacién entre aspectos fisicos y ciertas practicas de manejo
productivas y ambientales de los establecimientos, sobre la inocuidad de la leche y los
productos lacteos.

Identificar cuéles son los factores de riesgo que impactan en la probabilidad de
aparicion de estos contaminantes en leche, sirve como base para enfocar y sustentar

cientificamente las medidas de manejo que se decidan adoptar.

OBJETIVO

Las industrias lacteas de la region tienen como objetivo generar alimentos
seguros, sanos y nutritivos para la poblaciéon. La mayoria de ellas, ademas, destinan
parte de su produccion a la elaboracion de férmulas infantiles debiéndose enfrentar a
las demandas impuestas por los paises importadores en materia de calidad e

inocuidad de dichos productos lacteos.

Los objetivos de este capitulo fueron:

1. Evaluar la contaminacion natural por aflatoxina M;, plaguicidas, nitratos y
nitritos en leche de tanque, de establecimientos provenientes de la principal
Cuenca Lechera de Argentina.

2. lIdentificar los factores de riesgo asociados con la presencia de estos

contaminantes en la leche.
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La identificacion de los factores de riesgo dentro de la cadena lactea permite

enfocar las medidas de manejo a aplicar mediante buenas practicas en pos de

minimizar los riesgos para la salud humana e incrementando su valor en el comercio

mundial de alimentos.

Los datos de contaminacion de la leche proporcionados por este trabajo

podrian ser una referencia cientifica Gtil para el analisis y manejo de riesgos futuros

para la produccion regional de leche cruda.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccion de tambos

Las muestras fueron tomadas en establecimientos lecheros ubicados en la

principal cuenca lechera de nuestro pais. El area de estudio involucra varios

departamentos del centro-oeste de la provincia de Santa Fe y noreste de la provincia

de Cordoba (Figura 2).
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Figura 2: Distribucién de tambos muestreados en la provincia de Santa Fe y Cérdoba
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Cérdoba es la principal provincia productora de leche del pais, representando
el 31% del total nacional. La cuenca noreste de la provincia de Cérdoba presenta
1.705 establecimientos productores de leche con alrededor de 296 mil vacas,
representando el 44% de la produccidn total provincial (SENASA, 2014).

Santa Fe es la segunda provincia productora de leche del pais, representando
el 28% del total nacional. La cuenca lechera santafesina -ubicada en el centro oeste—
constituye la regién productora mas importante de América Latina, con alrededor de
4.300 tambos y 577 mil vacas que producen mas de 2.600 millones de litros de leche
(FunPEL, 2014).

El nUmero total de establecimientos a muestrear fue de 35, para su célculo se
consider6 que existen en la zona bajo estudio 6.000 tambos, una prevalencia estimada
de los principales contaminantes inferior al 10% (Signorini et al., 2012), un error en la
estimacion del 10% y una confianza del 95%.

Para la seleccion de estos tambos se consideraron tres tipos de sistemas
productivos representativos de los sistemas de produccién predominantes en la zona
bajo estudio, con la siguiente categorizacion:

Pastoriles con suplementacion: son aquellos sistemas donde la dieta anual del
ganado lechero bovino esta basada principalmente en pasturas a través del pastoreo
directo y realizan una suplementacién basada en alimentos balanceado y una PMR
(Racion Parcialmente Mezclada) durante todo el afio, pero con mayor participacion en
los meses de otofio e invierno cuando existe un déficit de pasto.

Estabulados (tipo Dry Lot): son aquellos sistemas en los cuales las vacas
permanecen encerradas en corrales de tierra al aire libre, con una dieta TMR (Racion
Totalmente Mezclada) equilibrada y estable durante todo el afo.

Pastoriles con encierre estratégico: es un sistema hibrido de los dos anteriores,
donde las vacas permanecen encerradas durante los meses de otofo e invierno

debido al déficit de pasturas y/o a eventos climaticos.
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El nimero de establecimientos a muestrear dentro de cada estrato (tipo de
sistema productivo) fue calculado de manera proporcional al numero de
establecimientos que practican cada uno de los sistemas dentro de la totalidad de
tambos radicados en la zona bajo estudio. Esta eleccién permitidé inferir sobre el
impacto de las distintas practicas de manejo y el nivel de tecnologia aplicado, sobre la
concentracion de contaminantes hallados en leche. Todos los establecimientos fueron
georeferenciados mediante GPS (Global Positioning System).

Cabe aclarar, que el numero final de tambos muestreados fue de 34, debido al
cese de actividad de uno de los establecimientos que formaba parte del estudio por
haber sufrido un fenédmeno climatico adverso (inundaciones) durante el periodo de

muestreo, por lo que se desestimo para el analisis.

2.2. Muestreos
En cada establecimiento se tomaron muestras, durante dos estaciones
contrastantes desde el punto de vista climatico y del tipo de alimentacién recibida por
el rodeo lechero (otofio-invierno 2016 y primavera-verano 2017), de las siguientes

mairices alimentarias:

2.2.1. Alimentos de ganado bovino lechero

Se tomé una muestra de cada alimento que componia la dieta suministrada a
las vacas en lactancia. Cada muestra de alimento estuvo compuesta por un minimo de
10 a 20 submuestras tomadas de diferentes puntos del lugar de almacenamiento del
alimento o en los lotes de pasturas. Las submuestras fueron luego mezcladas de
manera homogénea hasta formar una muestra compuesta de aproximadamente 1 o0 2
Kg. Todas las muestras se colocaron en bolsas de plastico con cierre hermético
perfectamente identificadas y se transportaron en conservadoras al laboratorio donde

se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.
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En total, 284 alimentos fueron muestreados. Los mismos estuvieron
compuestos por: forrajes verdes (FV) como pasturas de alfalfa, avena, trigo y cebada;
forrajes conservados (FC) como silajes y henos; y productos y/o subproductos de la
agroindustria (PySub.) como expeller, harinas, cascara de soja, semilla de algoddn,

balanceados, burlanda y granos.

2.2.2. Leche de tanque
Un total de 68 muestras de leche cruda fueron recolectadas directamente del
tanque de frio de los tambos después de la homogenizacion del contenido, bajo un
protocolo de procedimiento de muestreo de leche en tanque de frio establecido por
INTA-INTI (2005). Las mismas se colocaron en envases de plastico estériles
perfectamente identificados y se transportaron en conservadoras refrigeradas al

laboratorio donde se mantuvieron almacenadas (-20°C) hasta el analisis.

2.2.3. Agua

El muestreo se realizé sobre las fuentes de agua de mayor utilizacién en el
establecimiento y las mas representativas de la calidad del agua del predio. En casi la
totalidad de los casos, la fuente de agua mas muestreada fue la perforacion de las
instalaciones de ordefo, considerando su importancia en la produccion de leche
(bebida animal e higiene de instalaciones) y ademas porque es la que se utiliza para
bebida del personal (Pedraza, 1998; Herrero et al., 2000b). Ademas, se tomaron
muestras provenientes del bombeo de agua de molinos de viento y bombas
sumergibles que generalmente abastecen tanques de almacenamiento y piletas para
abrevado animal.

Un total de 90 muestras de agua fueron recolectadas teniendo en cuenta los
periodos humedos y secos de la regidn en estudio. Para ello se aplicé un protocolo de
muestreo, transporte y conservacion de muestras de agua con fines multiples (INTA,

2011).
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2.3. Determinacion de contaminantes
2.3.1. Aflatoxinas
2.3.1.1. Deteccion de aflatoxina B; en alimentos de ganado bovino lechero

El andlisis cuantitativo de AFB; en muestras de alimentos se bas6 en un
inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) utilizando el kit de prueba
RIDASCREEN®FAST (R-Biopharm, Alemania, articulo N° Z9999), con las siguientes
caracteristicas: limite de deteccion <1,7 ug/kg, tasa de recuperaciéon del 95% vy
soluciones estandar 0, 5, 10, 20, 50 pg/kg.

Para la extraccion, se pesaron cinco gramos de cada muestra de alimento y se
anadieron 25 ml de metanol/agua destilada (70/30) y se mezclaron vigorosamente
usando un agitador mecanico durante 3 minutos a temperatura ambiente. El extracto
se filtr6 a través de un papel de filtro Whatman N° 1 y se diluyé 1 ml del filtrado en 1 ml
de agua destilada. Se utilizaron 50 pl del filtrado diluido por pocillo en el test.

Se afadieron 50 pl de las soluciones estandar y de las muestras preparadas a
los pocillos para ocupar los sitios de unién. Luego se adicionaron, a cada pocillo, 50 pl
de conjugado enzimatico seguidamente de 50 ul de solucion de anticuerpo. Se mezclé
suavemente agitando la placa manualmente y se incubd durante 15 min a temperatura
ambiente (20-25°C). A continuacién, el liquido se vertié fuera de los pocillos y los
mismos se llenaron con 250 pl de solucion tampon de lavado y se desechd
nuevamente el liquido. Este paso de lavado se repitié dos veces.

En el siguiente paso, se afiadieron 100 ul de solucidén de sustrato/cromégeno al
pocillo y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente (20-25°C) en la
oscuridad. Trascurrido ese lapso de tiempo, se afadieron 100 pl de solucién stop a
cada pocillo, mezclando el contenido de la micro placa suavemente, lo que condujo a
una decoloracién amarilla del cromégeno. En el transcurso de los siguientes 10 min se

midio6 la Absorbancia (Ab).
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2.3.1.2. Deteccion de aflatoxina M, en leche de tanque

El analisis cuantitativo de AFM; en leche se realizé usando el kit de prueba
RIDASCREEN® (R-Biopharm, Alemania, articulo N° R1121). Los limites de deteccion
fueron de 5 ng/l con tasas de recuperacion del 100% y soluciones estandar 0, 5, 10,
20, 40, 80 ng/.

Para la preparacion de la muestra, se utilizaron 20 ml de leche a la cual se la
calentd a 50 °C en un bano de agua durante 30 min para homogeneizar sus
componentes. Luego, las muestras se centrifugaron durante 10 min a 3500 g/10 °C.
Como las aflatoxinas son compuestos solubles en agua (Deshpande, 2002), la capa
de crema superior se descartd por completo a través una pipeta Pasteur y la fase
inferior descremada se us6 para la prueba cuantitativa (100 ul por pocillo).

Se afadié 100 pl de solucién de anticuerpo al fondo de cada pocillo, agitando
manualmente el contenido de la microplaca y se incub6 durante 15 min a temperatura
ambiente (20-25°C). A continuacion, se vacio el liquido de los pocillos golpeando
enérgicamente (tres veces consecutivas) la microplaca sobre un papel absorbente
limpio para asegurar la eliminacién completa de restos liquidos. Luego, los pocillos se
llenaron con soluciéon tampén de lavado (250 ul por pocillo) y se volvié a verter el
liquido. Este paso se repitié dos veces mas.

En la siguiente etapa, se anadieron en cada pocillo 100 ul de las soluciones
estandar y las muestras preparadas, agitando la placa manualmente y se incubd
durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Concluido ese periodo de
tiempo, se repitio la etapa de lavado tres veces.

A continuacién, se afiadieron 100 pl de solucion conjugada, agitando la placa
manualmente y se incubé nuevamente durante 15 min a temperatura ambiente en la
oscuridad. Concluido ese periodo de tiempo, se repitio la etapa de lavado tres veces.
Posteriormente, se afiadieron 100 pl de solucién de sustrato/cromoégeno a los pocillos
y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente (20-25 °C) en la oscuridad.
Finalmente, se afadieron 100 pl de soluciéon sfop, mezclando el contenido de la
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microplaca suavemente lo que condujo a una decoloracién amarilla del cromégeno. En

el transcurso de los siguientes 15 min se midi6 la absorbancia.

2.3.1.3. Lectura de las absorbancias

La absorbancia de todas las muestras se midié a 450 nm en un lector de placas
ELISA (MULTISKAN EX, Thermo Electron). La intensidad de absorcién fue
inversamente proporcional a la concentracién de aflatoxinas en la muestra. Se us6 un
software especial (RIDA®SOFT Win.net; R-Biopharm AG) para la cuantificacién de los

resultados de Ab de los inmuno-ensayos enzimaticos RIDASCREEN®.

2.3.1.4. Determinacion de la tasa de transferencia de AFB; a AFM;

La tasa de transferencia de AFB; a AFM; en la leche se calcul6 como el
porcentaje de AFB; consumida que se excret6 como AFM; en la leche. Las
concentraciones de AFB; en los alimentos fueron la suma de la concentracion de AFB;
en cada ingrediente (ug/kg MS) dividido por la cantidad (en kg MS) de alimento
consumido. La cantidad total de AFM; excretada en la leche se calculé considerando
la concentracion de AFM; en la leche (ug/l) multiplicada por la cantidad total (I) de

leche producida por las vacas.

2.3.2. Plaguicidas

2.3.2.1. Plaguicidas analizados

Todas las muestras de leche cruda (n=68) fueron analizadas para detectar
plaguicidas, pero solo 54 muestras de alimentos de los establecimientos donde se
detectaron residuos en la leche, fueron analizadas para realizar un seguimiento de las
posibles fuentes de contaminacion con plaguicidas en la leche. Ademas, se analizaron

otros alimentos elegidos al azar que no presentaron residuos en leche.
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Residuos de 18 plaguicidas fueron analizados en leche y alimentos:
Insecticidas organofosforados (OP): Diazinon, Dimetoato, Clorpirifos-metil, Pirimifos-
metil, Clorpirifos. Insecticidas o6rganoclorados (OC): Endosulfan. Piretroides (P):
Permetrina, Cipermetrina, Deltametrina, Cialotrina, Bifentrin. Carbamatos (CB):
Carbofuran. Herbicidas (H): Atrazina. Fungicidas (F): Pyraclostrobin, Metalaxil,
Azoxistrobin, Cyproconazol, Tebuconazole.

Ademas de estos plaguicidas enunciados, sélo en leche fueron analizados los
siguientes: Insecticidas o6rganofosforados (OP): Diclorvos, Fenitrotion, Malation y
Malaoxon. Fungicidas (F): Picoxistrobin, Carboxine, Protioconazol, Epoxiconazol,
Fludioxonil, Kresoxim-Metil y Captan. Herbicidas (H): Acetoclor. Piretroides (P):
Fenvalerato y Ciflutrina. Insecticidas érganoclorados (OC): Lindano, Heptacloro,
Aldrine, Clordano, Metoxiclor, Dieldrin, Endrin, para, para,
dichlorodiphenyltrichloroethane (pp-DDT) y sus metabolitos: pp-DDD y pp-DDE.

El listado de estos compuestos a investigar surge de estadisticas del mercado
argentino de fitosanitarios realizada anualmente por la Camara de Sanidad

Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE, 2016).

2.3.2.2. Deteccion de plaguicidas en alimentos de ganado bovino lechero

Las muestras se retiraron del freezer y colocaron en heladera 24 horas y el dia
del procesamiento fueron llevadas a temperatura ambiente. Los andlisis fueron
realizados en el Departamento de Andlisis de Alimentos y Nutricién de la Facultad de
Tecnologia de Alimentos y Bioquimica de Praga.

La metodologia empleada para la evaluacién de plaguicidas en alimentos de
ganado bovino lechero fue multi-clase multi-residuo de extraccion-particién con
acetonitrilo y clean-up de extraccion en fase solida dispersiva (QUEChERS). Se
pesaron 2 g de muestra molida y se hidrataron durante 30 min con 10 ml de H.O y

0,2% de acido féormico. Una vez hidratada la muestra se realiz6 la “fase de extraccion”
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mediante la adicion de 10 ml de acetonitrilo y 2% de &cido férmico seguido por el
agregado de 4 g de MgSO, y 1 g de NaCl (“tubo de extraccion”), sin clean up.

La determinacion de residuos de plaguicidas se realiz6 mediante cromatografia
liquida de alta resolucién y espectrometria de masa de triple cuadrupolo UHPLC-
MS/MS. Los resultados de los analisis se expresaron en microgramo de plaguicidas

por kilo de material vegetal (pg/kg).

2.3.2.3. Deteccion de plaguicidas en leche de tanque

A continuacion, se describe el método empleado, basado en el procedimiento
QuEChERS (AOAC Official Method 2007.01, “Pesticide Residues in Foods by
Acetonitrile  Extraction and Partitioning with Magnesium Sulfate”) con las
modificaciones realizadas para leche cruda.

Las muestras se retiraron del freezer y colocaron en heladera 24 horas y el dia
del procesamiento fueron llevadas a temperatura ambiente. Los analisis fueron
realizados conjuntamente con el equipo de trabajo del Laboratorio de Contaminantes
Quimicos del Instituto de Tecnologia de Alimentos del Centro de Investigaciones
Agropecuarias (CNIA) de INTA Castelar, Provincia de Buenos Aires.

Se midieron 10 ml de leche y se colocaron en un tubo falcon de 50 ml para su
posterior procesamiento y extraccion de plaguicidas mediante la técnica de
QUEChERS. Para la fase de extraccién se adicion6 a la muestra 10 ml de acetonitrilo
seguido por el agregado de 4 g de MgSQO,, 1 g de AcNa y 1 g de NaCl. El tubo se agité
y sonicd durante 10 y 15 min, respectivamente, para homogeneizar el contenido,
seguido por una etapa de centrifugado a 3.500 g durante 10 min a 5°C.

Se tomaron 6 ml de sobrenadante y colocaron en un “tubo de limpieza” con 0,3
g de MgSQ,, 0,1 g de Amina Primaria secundaria (PSA) y 0,1 g de Octadecano unido
guimicamente a silica porosa (C18). Nuevamente se agité por 10 min y se sonic6 cada
tubo por 15 min. Seguidamente, los tubos se centrifugaron a 5.000 g durante 5

minutos a 5 °C y se tomaron 2 ml de sobrenadante que se colocaron en un tubo
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eppendorf para finalmente centrifugar las muestras a 10.000 g durante 10 min a 4°C.
Por ultimo, se transfirié una alicuota de 1 ml a un vial de cromatografia. Los viales
fueron conservados en freezer a temperatura de -30 °C al abrigo de la luz y la
humedad, hasta su posterior andlisis.

Las muestras fueron analizadas inyectando 2 pl de extractos preparados en un
Cromatdgrafo Gaseoso (Perkin ElImer, modelo Clarus 600). Se contaminaron muestras
blanco artificialmente a distintos niveles: 0,01 mg/I; 0,02 mg/l; 0,03 mg/l. Una muestra
blanco sin contaminacion fue incluida como “cero”. Se realizd el ensayo por triplicado,

con al menos 2 inyecciones para cada nivel.

Los resultados de los andlisis se expresaron en microgramo de plaguicidas por

litro de leche cruda (ug/l).

2.3.3. Nitratos y Nitritos

2.3.3.1. Deteccion de nitratos y nitritos en agua
La cuantificacion de nitratos (NOj3) y nitritos (NO,) en agua, se determind por
cromatografia idnica: UNE-EN ISO 10304-1/APHA — SM (22th ed. — 2012); método:
4110. Los limites de deteccién fueron de 0,87 y 0,25 mg/l y de cuantificacién 1,73 y 0,5

mg/l para NO3; y NO, en agua, respectivamente.

Adicionalmente, se determinaron parametros fisico-quimicos como pH por el
método potencidémetro y salinidad total, por conductividad eléctrica in situ (mS/cm). La
calidad microbiolégica fue determinada mediante el recuento de bacterias aerobias
mesdfilas viables (UFC/ml), la determinacién del numero de coliformes totales por 100
ml de muestra y la presencia de Escherichia coli, Salmonella y Pseudomonas

aeruginosa en 100 ml de muestra (APHA, 2005).

2.3.3.2. Deteccion de nitratos y nitritos en leche de tanque
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Para cuantificar NO3 y NO, en leche cruda se utilizé la Norma 1ISO 14673-1 IDF
189-1. Los limites de deteccion fueron 0,5y 0,2 mg/l y de cuantificacion 1 y 0,5 mg/l de

nitratos y nitritos en leche, respectivamente.

2.4. Andlisis estadistico

En el momento de la toma de muestras, se recogieron datos sobre varios
factores de los establecimientos lecheros, a través de un cuestionario estructurado
dividido en dos secciones: PARTE A) caracteristicas generales del establecimiento
productivo y PARTE B) potenciales factores de riesgo asociados con la presencia de
contaminantes en la leche (ANEXO I).

La PARTE A del cuestionario involucraba aspectos generales y productivos del
establecimiento, tales como tipo de sistema productivo, actividades productivas
desarrolladas, produccion de leche (litros/dia y litros/vaca/dia), ubicacion geogréfica,
cantidad de hectareas productivas y niumero de vacas en ordefo.

La PARTE B del cuestionario examiné diferentes aspectos relacionados con
cada contaminante:

Aflatoxinas: cantidad e ingredientes de la dieta suministrada a las vacas en
ordeno, tipos de forrajes disponibles, forma de almacenamiento y suministro, datos
sobre la confeccién de silajes, uso de inoculantes para silo, uso de secuestrantes de
micotoxinas, realizacién de andlisis a los alimentos, almacenamiento de productos y
subproductos de la agroindustria, formas de extraccion y distribucion de silajes y
conocimiento de las micotoxinas.

Plaguicidas: porcentaje de la tierra disponible en el establecimiento utilizada
para pasturas y agricultura, caracteristicas de los campos colindantes, quien realiza el
diagnostico, la receta y especifica el tiempo de carencia, disposicion final de los
envases vacios, registro de los tratamientos aplicados y caracteristicas de los equipos

utilizados para la aplicacion.
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Nitratos y Nitritos: con el propdésito de evaluar las condiciones de riesgo de
contaminacién en las perforaciones para extraccion de agua, se incluyeron los
siguientes parametros de relevamiento: tipo de dispositivo de extraccion de agua
(molino de viento o bomba), profundidad del nivel freatico, profundidad y edad de los
pozos, y caracteristicas de la construccién del pozo: presencia de revestimiento
protector, pendiente a su alrededor, posibles fuentes de contaminacién dentro de los
100 m y su distancia a la boca del pozo, y ubicacién en relaciéon con el pozo (aguas
arriba, a nivel o aguas abajo). Entre las posibles fuentes de contaminacién tomadas en
consideracién en esta encuesta se encuentran los sistemas sépticos domésticos,
corrales permanentes o temporarios para animales y lagunas de efluentes.

El tipo de suelo presente en el establecimiento también fue relevado. El mismo
se verificd posteriormente mediante el uso de mapas de suelos (Visor GeolNTA).
También se realizaron preguntas referidas al manejo y reutilizacion de los efluentes
dentro del predio y al uso de fertilizantes, sobretodo de base nitrogenada.

Se realizé un andlisis univariado con tambo como efecto aleatorio para
seleccionar las variables explicativas potencialmente asociadas con la concentracién
de contaminantes en la leche. Las variables con un valor de P< 0.15 se seleccionaron
para un andlisis multivariable posterior. Exclusivamente, la variable explicativa con el
valor P mas alto se seleccion6 para el modelo multivariado cuando dos de ellos
pudieron haber explicado resultados similares y se asociaron estadisticamente
(evaluacion de colinealidad).

Los analisis de regresion logistica multivariable con tambo como efecto
aleatorio se realiz6 utilizando un modelo mixto lineal generalizado (GLMM) para
evaluar el efecto de las variables explicativas seleccionadas. Cuando la variable
respuesta fue considerada como continua (Ej. concentracion de AFM; en leche) se
asumioé que sigue una distribucién Gamma o Binomial cuando la variable respuesta fue
categorizada como presencia 0 ausencia segun los limites de deteccién de las
técnicas analiticas y/o limites establecidos por organismos de seguridad alimentaria.
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Se sigui6 una estrategia de eliminacién hacia atrds conducida manualmente,
eliminando una variable a la vez con el valor P mas alto. Con cada variable eliminada
del modelo, se verificd el coeficiente de las variables significativas y, si resulté en un
cambio de mas del 20% en las estimaciones, la variable se mantuvo en el modelo para
tener en cuenta su efecto de confusién (Chowdhury, et al., 2012). Todos los andlisis
estadisticos se realizaron con el software InfoStat (Universidad Nacional de Cérdoba,

Argentina).

2.5. Andlisis espacial
El método de detecciéon de conglomerados espaciales (Kulldorff y Nagarwalla,
1995) se utiliz6 para identificar y probar la importancia de grupos especificos para una
distribucion de poblacion heterogénea. El conjunto de datos fue escaneado para
detectar areas donde la concentracién de contaminantes en las distintas matrices
evaluadas era significativamente menor o mayor de lo esperado por casualidad
(cluster de baja y alta tasa, respectivamente). El limite superior de escaneo se

establecio en el 50% de la poblacion en riesgo (Kulldorff y Nagarwalla, 1995).

Se selecciond el tipo de distribucion de acuerdo a los datos. Para evaluar la
concentracion de AFB; en los alimentos y de AFM; en la leche se utilizd una
distribucion normal. En cambio, para evaluar la concentracién de plaguicidas y nitratos
en la leche (categorizados como presencia o0 ausencia de acuerdo a los limites de
deteccidén de la técnica) se utilizé la distribucién de Bernoulli. Todos los andlisis se

realizaron con el software SaTScan version 9.2 (www.satscan.orqg).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
La PARTE A del cuestionario proporcioné una descripcion detallada de las
caracteristicas generales de los establecimientos lecheros bajo estudio. Los

principales tipos de actividades llevadas a cabo en los establecimientos se
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distribuyeron entre sélo produccion de leche (3%), produccion de leche y carne (12%),
produccion de leche y agricultura (32%) y una combinacién de las tres (53%).

El tamano promedio del rodeo de los establecimientos lecheros analizados fue
de 175 vacas lecheras (rango= 52 - 600 vacas) y una produccion diaria de leche de
4008 litros (rango= 1000 — 17000 I). La produccién diaria de leche por vaca fue, en
promedio, de 22 litros (rango= 15 — 31 I). El tamafio promedio de los establecimientos

fue de 150 hectareas (rango= 26 — 400 ha).

3.1. Ocurrencia natural de aflatoxinas en tambos de la cuenca lechera central
de Argentina y factores de riesgo asociados

3.1.1. Aflatoxina B; en alimentos de vacas lecheras

La prevalencia de AFB; en los diferentes alimentos suministrados a las vacas
lecheras fue del 47%, con una concentracion media de 3,8 + 7,9 ug/kg MS (Tabla 1).
Teniendo en cuenta las reglamentaciones de la Union Europea (UE) (Directiva
2002/32/CE) y MERCOSUR (MERCOSUR GMC/RES. N® 25/02) que regulan los
niveles maximos de AFB; en los alimentos del ganado lechero (5 y 20 pg/kg MS,
respectivamente) el 20% de los alimentos ofrecidos a las vacas en lactancia excedi6 el

valor establecido por la UE y el 3% excedio el valor establecido por el MERCOSUR.

Tabla 1: Niveles medios (M) y desvio estandar (DE) de AFB; en alimentos por estaciéon
climatica.

Muestras positivas® AFB,; contaminacion Excede regulacion

Estacion Alimentos (n) % (ng/kg) (%)
Rango®  MiDE° UE MERCOSUR

FV (n=26) (26) 100 16-2,1 6,7+3,5 73 0

O-1 FC (n=58) (32) 55 76-0,0  6,0+12,6 29 5
PySub n=70) (24) 34 48-0,0 3,748,4 16 7

FV (n=16) (12) 75 4304 2,712 0 0

P-v FC (n=54) (26) 48 9-0,0 2,121 9 0
PySub n=60) (15) 25 46-0 2,146,0 7 1

MEDIA (n=284) (135) 47 76 -0 3,847,9 20 3

Referencias: “Muestras>Limite de deteccién; °Max-Min.; °“Mediatdesvio estandar; °Nivel
maximo establecido por MERCOSUR para AFLA 20 pug/kgMS — Unién Europea (UE) 5 pg/kg
MS. FV: Forrajes verdes; FC: Forrajes conservados; PySub: Productos y/o subproductos de la
agroindustria.
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En este estudio, la prevalencia total de AFB; en los alimentos fue menor a la
informada por Signorini et al. (2012) sobre un total de 597 muestras de alimentos de
establecimientos ubicados en una regién similar de produccion lechera, con una
prevalencia general del 78,9%.

De todos los alimentos analizados, la prevalencia y niveles promedios de
aflatoxinas fue particularmente alta en forrajes verdes especialmente en la estacion
otofo-invierno. Estos resultados podrian deberse a la presencia de Aspergillus en las
pasturas que, ante condiciones de estrés hidrico que generalmente se producen en
otofo-invierno respecto a primavera-verano, el hongo se desarroll6 y gener6 la
micotoxina. Esto coincide con resultados informados por el estudio mencionado donde
la prevalencia de AFB; en pasturas fue del 91% (Signorini et al., 2012).

Si bien el nivel promedio de AFB; en las dietas de ganado lechero fue
levemente inferior al encontrado por Signorini et al. (2012), los porcentajes de
muestras que excedieron los limites establecidos por las regulaciones internacionales
fueron similares. La concentracion de AFB; en los alimentos estuvo influenciada por
las estaciones climaticas (P= 0,001). Las mayores concentraciones se obtuvieron en
los meses de otofio-invierno (6,32 ug/kg) respecto a los meses de primavera-verano
(2,27 pg/kg).

Durante la temporada de invierno, se reduce la disponibilidad de forrajes
verdes para las vacas, es decir que se ofrece a las vacas menor cantidad de pasturas,
pero con altas concentraciones de AFB; Debido a esta escasez, los productores
cambian las practicas de alimentacién y apelan a un mayor uso de alimentos
concentrados y forrajes conservados que, segun las caracteristicas de
almacenamiento de los mismos, pueden contribuir con niveles considerables de AFB;
en la dieta.

En promedio, en otofo-invierno, los alimentos concentrados y forrajes
conservados estuvieron presentes entre un 65% a 70% de la dieta total, mientras que
durante la primavera-verano, representaron un 26% al 48% de la dieta. Dada la
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composicion diferencial de la dieta segun la estacién del ano, se estim6é que el
consumo de AFB; de forrajes conservados y productos y subproductos de la
agroindustria representdé el 67% de AFB; en la dieta durante el otono-invierno,
mientras que durante la primavera-verano esta proporcion se redujo al 42%.

Este tipo de alimento generalmente estd compuesto por granos, expellers y
semillas de algodon que podrian almacenarse en condiciones inadecuadas y contener
hongos toxigénicos como Aspergillus y, en consecuencia, estar contaminados con
altos niveles de aflatoxinas. Ademas, estos ingredientes han sido altamente
correlacionados con el nivel de AFM; en la leche en estudios previos sobre un area
mas reducida de la cuenca lechera santafesina (Signorini et al., 2012; Michlig et al.,

2016).

3.1.2. Aflatoxina M, en leche
La presencia de AFM; en leche de tanque fue estudiada, donde la toxina fue
detectada en el 78% de las muestras. La Tabla 2 muestra los valores medios del nivel
de AFM; encontrado por estacién climatica.

Tabla 2: Niveles medios (M) y desvio estdndar (DE) de AFM; en leche por estacion climatica.

% n.d %d AFM;: distribucién de muestras (%)
Estacion AFMi (ug/)  (<0,005 (20,005 “Entre n.d °Entre ®Mayora °Mayor a
M + DE ug/l) ug/l) y 0,025 0,025y  0,05ug/l 0,5 ug/l
ug/l 0,05 ug/l
O-1 0,0130,018 20 80 75 11 15 0
P-V  0,015+0,015 24 76 73 7 15 0
Prom. 0,014%0,016 22 78 74,5 9,4 15,1 0

®Valores que no representan riesgo. °Limite legal establecido por la Comisién Europea (2004)
para productos lacteos para lactantes. ‘Limite recomendado por la Comisién Europea (2006)
para la leche. °Limite recomendado por el MERCOSUR para leche fluida. O-I: Otofio-Invierno;
P-V: Primavera-Verano; n.d., no detectadas; d: detectadas.

El nivel promedio de AFM; detectado fue 0,014 + 0,016 ug/l. El 74,5% de las
muestras estuvieron dentro de valores que no representan riesgo para la salud
humana. Por otro lado, el 24,5% de las muestras presentaron mas de 0,025 pg/l y 0,05
Mg/l, limites establecidos por la UE para leche infantil (Comision Europea 2004) y leche

fluida (EC N° 1881/2006), respectivamente. En ningun caso, los valores excedieron el
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limite maximo aceptable de AFM; establecido para leche fluida por el MERCOSUR
(MERCOSUR GMC/RES. N2 25/02).

En este estudio, la prevalencia de AFM; en la leche no estuvo influenciada por
las estaciones del ano (P= 0,541). En Argentina, generalmente el periodo seco se
ubica en los meses de otono-invierno, con precipitaciones abundantes en primavera-
verano, por lo que es mas probable encontrar altas concentraciones de aflatoxinas en
invierno. Si bien la concentracion de AFB; fue mas alta en los meses de otofio-
invierno, la concentracién de AFM; en la leche fue ligeramente mas alta en primavera-
verano. Esto puede explicarse debido a que las dietas de las vacas presentan una
mayor proporcién de pasturas en dicho periodo, ingrediente con mayor concentracion
de AFB; y por las abundantes precipitaciones ocurridas en ese periodo que podrian
haber afectado las condiciones de almacenamiento de los alimentos.

Los niveles de AFM; detectados en este estudio fueron ligeramente mas bajos
que los observados en otros estudios realizados en nuestro pais. Algunos autores
informaron que el 64% de las muestras de leche de tanque estaban contaminadas con
AFM; con niveles promedio de 0,028 ug/l en establecimientos lecheros de Villa Maria
(Alonso et al, 2010). Otros autores, en la misma zona productiva, informaron
prevalencias del 10,8% en leche de tanque con niveles promedios de 0,016 g/l
(Lopez et al., 2003). Michlig et al. (2016) informaron una prevalencia de AFM,; del
38,8% y un nivel promedio de 0,037 ug/l en un area reducida de la Cuenca Lechera
Central de Santa Fe.

En Argentina, el Plan Nacional de Gestién de Residuos y Seguridad Alimentaria
(CREHA) monitorea la concentracion de AFM; en leche cruda de silo de industria. En
2016, se analizaron 158 muestras de leche cruda en las industrias lacteas, de las
cuales 27 (17,1%) tenian valores de AFM; superiores a 0,025 ug/l, pero inferiores a
0,5 ug/l y en las 131 muestras restantes la toxina no fue detectada (CREHA, 2017).

La diferencia hallada en estos resultados, incluidos los de este estudio, puede
deberse a la técnica analitica empleada (ELISA vs. LC-MS / MS) siendo la
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cromatografia la mas sensible, a las diversas regiones lacteas caracterizadas por el
uso de diferentes fuentes de alimentos y el manejo productivo y finalmente, la fuente
de muestreo (leche de tanque en el establecimiento vs. leche de silo de industria)
donde en estos ultimos, las concentraciones de AFM; pueden ser més bajas debido al
efecto de dilucién de las aflatoxinas en la leche. Sin embargo, en estos estudios, todas
las concentraciones de AFM; estuvieron por debajo de los niveles maximos
establecidos por el MERCOSUR.

Como AFM; es un problema global, se han realizado muchos estudios en todo
el mundo para determinar la ocurrencia y los niveles de AFM; en leche cruda usando
diferentes técnicas. En el estado de Minas Gerais, Brasil, se evalud la ocurrencia de
AFM; en 129 muestras de leche de granjas lecheras en tres periodos distintos
(periodo seco, periodo de transicion y periodo lluvioso) mediante ELISA (Picinin et al.,
2013). Los niveles promedios fueron ligeramente mas altos (0,019 ug/l) que los
obtenidos en este estudio y la contaminacion de leche con AFM; se vio
significativamente afectada por las condiciones climaticas, con valores mas altos en el
periodo seco.

Bilandzic et al. (2014b) analizaron el contenido de AFM, de 3716 muestras de
leche cruda y 706 muestras de leche UHT comercializadas en Croacia y la incidencia
de contaminaciéon por AFM; fue menor en el verano. Los autores sugirieron que esto
ocurre porque los productores usan alimento fresco como pasturas en lugar de
alimentos concentrados. En Sudafrica, Dutton et al. (2012) analizaron 45 muestras de
leche y observaron que los niveles de AFM; que variaron de 0,01 a 3,1 pg/l. Los datos
obtenidos confirmaron que el nivel promedio de AFM; (0,278 ug/l) en muestras de
leche recolectadas en el invierno fue mayor que las muestras de leche producidas en
el verano (0,022 ug/l).

Como puede observarse en los estudios analizados, muchos autores han
demostrado la influencia del efecto estacional en el nivel de AFM;. En promedio, las
muestras de leche de invierno revelaron concentraciones de AFM; mas altas que las
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muestras de verano. De acuerdo con Galvano et al. (1996), es completamente
imposible comparar los resultados extraidos de las literaturas debido a las grandes
diferencias entre y también dentro de los paises. Algunos de los factores responsables
de tales diferencias son: las diferentes formas de produccién de alimento, tipo de
animales, factores ambientales, tales como sequias, variacion estacional,
procedimientos de extraccion, analisis aplicados y limites normativos establecidos para
aflatoxinas en alimentos y leche.

Estos resultados indicarian que los niveles de AFM; en la leche producida en la
cuenca central de Argentina no serian un problema de relevancia para la salud
publica. Sin embargo, se deberia seguir monitoreando los niveles de AFB; en los
alimentos, identificando las practicas que podrian aumentar los niveles de
contaminacién. Dado que los requisitos de calidad son cada vez mas estrictos,
cualquier reduccién de los limites normativos internacionales establecidos tendria un

grave impacto en la produccién nacional.

3.1.3. Evaluacion de la concentracion de aflatoxina M; en leche y su relacion

con practicas de manejo en los establecimientos

Las variables incluidas en el modelo de regresion logistica y los resultados
estadisticos de las mismas se muestran en la Tabla 3. Las caracteristicas de los
establecimientos lecheros como el numero de vacas por tambo (P= 0,836), los litros de
leche producidos por tambo (P= 0,846), la produccién de leche por vaca (P= 0,960) y
el tipo de sistema (P= 0,820) no se asociaron con la presencia de AFM; en la leche.
Tabla 3: Definiciones de variables explicativas seleccionadas (p <0.15) mediante analisis

univariado incluidas en el andlisis para la asociacion potencial con la presencia de AFM; en la
leche cruda en la cuenca central de Argentina (n= 68 muestras de leche).

Variable Nivel Media DE p-valor
. . Otono-Invierno 0,010 0,002
Estacion climatica Primavera-Verano 0,012 0,002 0,541
Tipo de sistema estratéaico 0,009 0,005 0,820
g 0,012 0,006

Estabulado
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<25 l/vaca 0,011 0,002

Produccion de leche por vaca 25 |vaca 0.009 0.003 0,960
Numero de vacas - - - 0,836
Produccion de leche por i i i 0,846
tambo
. Si 0,011 0,004
Consumo de silo No 0.011 0.002 0,976
Buena 0,006 0,002
Extraccion de silaje Regular 0,012 0,002 0,467
Mala 0,009 0,005
. - Buena 0,010 0,002
Distribucién del silaje Regular 0.012 0.003 0,532
. Si 0,011 0,002
Autoconsumo de silo No 0.009 0.004 0,649
. Si 0,010 0,003
Uso de inoculantes No 0.011 0.002 0,758
Si 0,011 0,002
Uso de secuestrantes No 0.007 0.003 0,255
Si 0,015 0,005
Consumo de avena No 0.011 0.002 0,392
Si 0,012 0,002
Consumo de alfalfa No 0.010 0.002 0,508
Si 0,010 0,002
Consumo de heno No 0.011 0.002 0,553
. Intemperie 0,019 0,008
Conservacion del heno Bajo techo 0.010 0.002 0,371
Si 0,013 0,002
Consumo de granos No 0.010 0.003 0,231
Si 0,011 0,003
Consumo de balanceado No 0.010 0.002 0,538
Si 0,012 0,005
Consumo de burlanda No 0.010 0.002 0,684
. Si 0,010 0,002
Consumo de expeller de soja No 0.012 0.002 0,252
Consumo de semilla de Si 0,018 0,005 0019
algodén No 0,009 0,001 ’
. . Si 0,008 0,002
Conoce las micotoxinas No 0.012 0.002 0,159
. . Si 0,009 0,003
Analiza los alimentos No 0.011 0.002 0,602
Almacenamiento  de los Buena 0,009 0,002 0.027
subproductos Mala 0,014 0,003 ’

Referencias: DE= desvio estandar

Respecto a la alimentacion utilizada en cada tambo, el consumo de silo (P=
0,976), autoconsumo de silo (P= 0,649), avena (P= 0,392), alfalfa (P= 0,508), heno (P=
0,558), granos (P= 0,231), balanceado (P= 0,538), burlanda (P= 0,684) y expeller de
soja (P= 0,252), no se asociaron con la presencia de AFM; en la leche.

No obstante, el consumo de semilla de algodén (P= 0,013) se asoci6é con la
presencia de esta micotoxina en la leche (Tabla 4). Los tambos que no incorporaban

semilla de algodén en la dieta animal presentaron una concentracion promedio de
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aflatoxinas en leche menor (0,011 pg/l) que aquellos que si lo hacian (0,021 pg/l). Esto
coincide con estudios realizados previamente (Alonso et al, 2010; Signorini et al.,
2012; Michlig et al., 2016), donde identificaron a la semilla de algodén como un
ingrediente altamente correlacionado con el nivel de esta toxina en la leche.

Ademas, se evaluaron variables de manejo como: forma de conservacion del
heno (P= 0,371), practicas de extraccion (P= 0,467) y distribucién del silaje (P=0,532),
uso de inoculantes para silos (P= 0,758), uso de secuestrantes de micotoxinas (P=
0,255), realizacién de andlisis a los alimentos (P= 0,602) y el conocimiento sobre las
micotoxinas por parte del productor (P= 0,159) no estuvieron asociadas a la presencia
de AFM; en leche.

Respecto a la dltima variable, el 73,5% de los productores encuestados no
sabe que son las micotoxinas, cémo afectan a la producciéon o a la salud de los
animales y la importancia que tiene su control para ofrecer alimentos seguros para el
consumidor. Bajo este diagnéstico, se deberian establecer estrategias de capacitacion
a los productores con el fin de que puedan implementar practicas que tiendan a
prevenir y minimizar la contaminacion de la leche.

Finalmente, las condiciones de almacenamiento de los subproductos en los
establecimientos (P= 0,008) se asocié con la prevalencia de la aflatoxina en la leche
(Tabla 4). Aquellos establecimientos que tenian una forma de almacenamiento
“adecuada” (subproductos comprados con certificacion fiable y condiciones edilicias
apropiadas para el almacenamiento) presentaron una concentracion de aflatoxinas en
leche menor (0,011pg/l) que los establecimientos que tenian formas de
almacenamiento “no adecuadas” (0,018 ug/l).

Tabla 4: Modelo de regresion logistica multivariable final (seleccion hacia atras) para la
contaminacién de AFM; en la leche de tanque de tambos de la cuenca central de Argentina
(n= 68 muestras de leche).

Variables predictivas Nivel Media DE P
Consumo de semilla de Si 0,013 0,004 0013
algodon No 0,006 0,001 ’
Almacenamiento de Buena 0,011 0,002 0.008
subproductos Mala 0,020 0,004 ’

Referencias: DE= desvio estandar
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Como la aflatoxina esta presente en los alimentos y es consumida por las
vacas lecheras, puede transformarse en AFM;. La tasa de transferencia de AFB; de
los alimentos a AFM; en la leche en este estudio, fue en promedio de 0,70% con un
rango de 0,02 a 7,3%.

Los estudios han demostrado una considerable variabilidad con respecto al
porcentaje de aflatoxinas transformadas en AFM; y la cantidad de esta micotoxina
presente en la leche. De acuerdo con Prado et al. (1999) la relacion entre la ingesta de
aflatoxinas y la excrecién en la leche es muy variable, con un promedio de 1,5%.
Creppy et al. (2002) inform6 que aproximadamente del 0,3% a 6,2% de la AFB; total
ingerida por los animales se transforman generalmente en AFM, en la leche.

Bakirci (2001) afirmé que existe una relacién lineal entre la cantidad de AFM;
en la leche y la cantidad de AFB; en los alimentos que consumen las vacas. Hussein y
Brasel (2001) indicaron que la biotransformacion de AFB; en AFM; estaba
comprendida en el rango de 0,5-5%. Lindner (1995) informé6 que al menos el 2,2% de
AFB; se excreta como AFM; en la leche de vaca. Estos resultados son coincidentes
con los encontrados en este estudio.

En este estudio, la tasa de transferencia estuvo asociada al consumo de AFB;
de las vacas lecheras (P= 0,001) y al tamafo del tambo (P= 0,032). Los tambos chicos
(<2000 lts/dia), medianos (entre 2000 y 4000 lts/dia) y grandes (>4000 lts/dia) tuvieron
tasas de transferencia promedio de 0,34%, 0,55% y 1,13%, respectivamente.

La capacidad del ganado para transformar AFB; en el alimento a AFM; en la
leche se ha examinado en muchos estudios (Britzi et al, 2013). Se encontr6 que
estaba directamente relacionada con la produccion de leche y con los dias de
lactancia (Diaz et al., 2004; Masoero et al., 2007). Las vacas en lactancia temprana
mostraron una tasa de transferencia méas alta que las vacas a finales lactancia.

Los factores adicionales que han demostrado afectar la tasa de transferencia (a
menudo en vacas individuales) fueron la diferencia de razas, la salud general del
animal, la capacidad de biotransformacion hepatica, la tasa de ingestién y la integridad
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de las membranas de las células alveolares mamarias (Battacone et al., 2003; Fink-
Gremmels, 2008). Es necesario seguir indagando en estos aspectos que pueden llegar
a influir en la tasa de transferencia de AFM; a leche y ser un riesgo para la salud de

los consumidores.

3.2. Determinacion de plaguicidas en la cuenca lechera central de Argentina y

factores de riesgo asociados

3.2.1. Deteccion de plaguicidas en leche

De las 68 muestras de leche analizadas, 17 (25%) fueron positivas a
plaguicidas, con 15 (88,2%) muestras positivas para organofosforados (OP) y 6
(35,3%) para piretroides (P). El principal plaguicida detectado fue clorpirifés-metil,
hallado en doce muestras de 17 (70,6%), seguido de permetrina (29,4%), pirimifés-
metil (17,6%) y cialotrina (5,9%). En algunas muestras, se detectaron dos o mas
principios activos, lo que explica porcentajes superiores al 100%. El resto de los
plaguicidas analizados no fueron detectados en ninguna muestra.

Los niveles de promedios de plaguicidas en ug/l fueron 14,75 para clorpirifés-
metil, 0,4 para pirimifés-metil, 0,3 para permetrina y 0,03 para cialotrina. La mayor
frecuencia de plaguicidas encontrados en este estudio fue hallada en la estacion de
primavera-verano (Tabla 5).

Esto coincide con evaluaciones previas (Rojas et al., 2012) realizadas en la
misma zona, aunque mas acotada, donde se buscaron 45 residuos de pesticidas en
253 muestras de leche cruda y se observd un mayor numero de muestras detectadas
en primavera-verano. Entre ellas, los principios activos revelados fueron pirimifés-metil
en 2 muestras a niveles superiores a los reportados en este estudio (130 a 190 ug/l) y
fenvalerato en una muestra a niveles de 140 ug/l, plaguicida no detectado en leche en

este estudio.
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Tabla 5: Concentracién de residuos de plaguicidas (ug/l) en leche por estacion

climatica.
Estacion Clorpirifos Metil ~ Pirimifos Metil Permetrina  Cialotrina
15,8+18,5 0,3+1 0,1+0,2
O-1(n=8) (1,7 - 55,5) 8 (nd2.8)1  (nd-05) 1 nd
P-V (n=9) 13,8+32 0,5+1 0,5+0,6 0,1+0,2
= (nd - 97,4) 4 (nd-2,6)2 (nd-1,6)4 (nd-0,5)1
Media (n=17) 14,75 +25,71 0,41+0,94 0,28+0,5  0,03+0,12
'LMR (pg/) 10 10 50 200

Referencia: mgdia t desviacion esténdar, rango de valores y nimero de
muestras posmvas.
Nd: no detectado. 'Limites Maximos de Residuos (FAO/OMS, 2016).

Los niveles medios de residuos de plaguicidas en leche fueron inferiores a los
limites maximos de residuos (LMR) establecidos por FAO/OMS, Codex Alimentarius
(FAO/OMS, 2016), para pirimifés-metil, permetrina y cialotrina. Sin embargo, para el
caso de clorpirifos-metil, los valores promedios excedieron el LMR (10 ug/l).
Analizando la concentracion individual de las 12 muestras de leche positivas a
clorpirifés-metil, el 50% de ellas se encontr6 dentro de los LMR, resultando el
porcentaje restante por encima de dicho limite. Estos resultados podrian ser debidos a
deficiencias en la aplicacion de los plaguicidas bajo buenas practicas agricolas.

Entre los principales grupos de pesticidas, los organoclorados (OC) son mas
potentes debido a su persistencia y estabilidad. Los plaguicidas OC de importancia
universal son pp-DDT, clordano, heptacloro, aldrine, dieldrin y endrin. Debido a la
naturaleza lipofilica de estos pesticidas, la leche y otras sustancias ricas en grasa son
los elementos clave para su acumulacion (Agnihotri, 1999). En este estudio, no se
detectaron residuos de plaguicidas organoclorados en la leche, lo cual indica que su
prohibicién de uso fue efectivizada.

Estas sustancias téxicas se caracterizan por su bioacumulacién en el medio
ambiente, especialmente en la cadena alimentaria, donde encuentran su camino hacia
el cuerpo humano y causan serios peligros para la salud (FAO, 2000). Por esta razén,
estos residuos se siguen monitoreando, aunque en Argentina se encuentre prohibido

el uso y comercializacion. Los resultados obtenidos en este estudio demuestran su

60



erradicacion.

3.2.2. Deteccion de plaguicidas en alimentos de ganado bovino lechero

De los 35 tambos evaluados, en 13 de ellos se detectaron residuos de plaguicidas en

leche pertenecientes a la familia de los OP y P. Para realizar un seguimiento de las

posibles fuentes de contaminacion de la leche, se analizaron las muestras de

alimentos que consumian las vacas de esos establecimientos positivos (Tabla 6).

Tabla 6: Concentracién de residuos de plaguicidas detectados en los alimentos y muestras

de leche de 13 establecimientos lecheros

Concentracion ug/kg o |

- FV FC PySubp. Leche
Plaguicidas (n=5) (n=18) (n=31) (n=17)
Atrazina 12,4 £12 2,7+6,5 1,8 £5,1 nd
(nd - 26) 3 (nd -24) 2 (nd-23) 2
. . 0,6 £1 0,1+0,4
Bifentrin nd (nd-3,1) 0 (nd-2,6) 0 nd
Diazinon 0,1+0,3 04+1,3 0,5+0,1 nd
(nd-0,7)0 (nd-4,2)0 (nd-0,5)0
. 6,3+11,8 0,1+0,4
Dimetoato (nd - 27,3) 0 nd (nd-2)0 nd
Metalaxil 6,3+11,8 02+04 0,4+0,7 nd
(nd - 27,3) 1 (nd-1,2)0 (nd-3)0
e . 11,7123 16 £ 58,7 39,3+77,8 0,4+0,9
Pirimifos-metil (nd-527)1  (nd-250,8)3  (nd-324,1)14  (nd-2,8) 3
s 8,5+9,7 17,3+ 37,5 20,7 £ 37,3
Clorpirifos (13-254)1  (09-1226)3  (nd-167,3) 13 nd
s . 1,5+6,2 11,4+ 30,4 14,7 £ 25,7
Clorpirifos-meti nd (nd-264)1  (nd-128,5)4  (nd-97,4) 12
. 0,310,5
Permetrina nd nd nd (nd -1,6) 5
. 1,5+8,1
Cypermetrina nd nd (nd -45,4) 1 nd
, 3,7+15,6 68 +137,5
Deltametrina nd (nd -66,1) 1 (nd -532,4) 12 nd
I 0,03 + 0,1
Cialotrina nd nd nd (nd -0,5) 1
Endosulfan nd nd nd nd
Carbofuran nd nd nd nd
Azoxistrobin nd nd nd nd
. . 0,05+ 0,15 0,02 + 0,09
Piraclostrobin nd (nd - 0,5) 0 (nd- 0,5) 0 nd
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1,6 +3,6 0,2+0,9
(nd-8,1)0 (nd-3,8)0
Ciproconazole nd nd nd nd

Referencias: nd: no detectado; los datos de concentracién de plaguicidas se presentan
como: media + desviacion estandar, rango de valores y numero de muestras positivas.

Tebuconazole nd nd

Como se puede observar, existen residuos de plaguicidas que solo se
detectaron en alimentos y no en leche y también se observé lo contrario, aunque la
proporcién de grupos de residuos de plaguicidas detectados en ambas matrices indico
la contribucién mas alta de OP, principalmente del grupo clorpirifés y pirimifés-metil
(Figura 3A - B).

La alta incidencia puede estar relacionada con el uso ampliamente extendido
de estos insecticidas, debido a su amplio espectro de accion y una menor persistencia
en el medio ambiente que los plaguicidas OC (Gazzotti et al., 2009). Por ejemplo,
algunos insecticidas como la cipermetrina, deltametrina, diazinén, entre otros, pueden
estar presentes en los alimentos del ganado bovino lechero, ya que se utilizan en el
almacenamiento de granos, en el control de plagas en cultivos y pasturas, asi como en
productos para su aplicaciéon directa sobre animales.

Ademas, por su uso prolongado en la agricultura, los insecticidas también
pueden contaminar los cuerpos de agua utilizados para tanto la limpieza y
desinfeccion de equipos de ordefio como para bebida animal (Dallegrave et al., 2018).
En este estudio no fue posible analizar los residuos de plaguicidas presentes en las
fuentes de agua utilizadas en los establecimientos, siendo una posible causa de
aparicion de residuos de plaguicidas en leche.

La presencia de residuos de plaguicidas en alimentos para animales es la
principal fuente de contaminacion de productos lacteos por pesticidas (Tsiplakou et al.,
2010). Los residuos de plaguicidas detectados en alimentos fueron: atrazina en 7
muestras de pastura de alfalfa, silo de maiz, balanceado comercial y semilla de
algodoén a niveles promedio de 20,14 ug/kg = 6,15 ug/kg, metalaxil en una muestra de
pastura de cebada a niveles de 27,3 ug/kg, pirimifés-metil en 18 muestras de pastura
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de alfalfa, balanceado comercial, grano de maiz, burlanda de maiz, gluten de maiz y
semilla de algodén a niveles de 84,19 ug/kg + 99,33 pg/kg, clorpirifés en 17 muestras
pastura de alfalfa, balanceado comercial, grano de maiz y semilla de algodoén a niveles
de 52,05 ug/kg * 49,06 ug/kg, clorpirifés-metil en 5 muestras de grano de maiz, trigo y
balanceado comercial a niveles de 65,74 pg/kg + 50,15 ug/kg, cipermetrina en una
muestra de balanceado comercial a niveles de 454 pg/kg, y deltametrina en 13
muestras pastura de alfalfa, balanceado comercial, burlanda de maiz, expeller de soja,
grano de maiz y semilla de algodon a niveles de 166,58 ug/kg + 171,76 ug/kg.

La mayor cantidad de muestras positivas fueron detectadas en los productos y
subproductos de la agroindustria, lo cual coincide con los usos de los principios activos
hallados en ambas matrices, destinados al control de plagas en granos almacenados.
El clorpirifés-metil solo o combinado con deltrametrina, son productos autorizados por
SENASA, de accién insecticida y gorgojicida para el control de plagas en granos
almacenados y para tratamientos complementarios de instalaciones de almacenaje y
transporte (CASAFE, 2017).

El clorpirifés, no esta recomendado ni autorizado para su uso en granos
almacenados, solo en cultivos extensivos como alfalfa, algodon, cereales de invierno,
girasol, maiz, soja y sorgo. El pirimifés-metil es un producto de amplio espectro
(insecticida, acaricida, gorgojicida) y persistencia de control para el tratamiento de
granos y semillas de trigo y maiz almacenados en bolsas o a granel, transportes

(camiones) e instalaciones (silos) (CASAFE, 2017).
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Figura 3: Porcentaje de residuos de plaguicidas detectados en las muestras de alimentos (A)
y leche (B)

Los plaguicidas detectados en la leche fueron compatibles con el principio
activo detectado en la alimentacion ofrecida a los animales, sugiriendo una posible
fuente de contaminacion, pero no la Unica, debido a que los piretroides hallados en
alimentos de ganado bovino lechero no fueron transferidos a leche, pero si se
encontraron otros residuos de piretroides en leche que pertenecen a principios activos
o drogas de uso veterinario.

Los principios activos cialotrina y permetrina se utilizan para el control de
parasitos externos en bovinos (mosca doméstica, mosca de los cuernos, garrapata,
acaros de la sarna) administrados exclusivamente por via tépica mediante bafo o
pour-on y también es empleado en curabicheras a menudo mezclado con otros
compuestos (ej.: organofosforados) de forma liquida (spray, aerosol) o en pomadas,
cremas, etc. (Vademécum Veterinario, 2017).

Haematobia irritans, vulgarmente conocida como mosca de los cuernos, es hoy
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un ectoparasito endémico y problematico en las areas ganaderas de la Argentina,
sobre todo en las estaciones de primavera-verano. La eficacia de los piretroides para
su control, el bajo costo y la facilidad de las aplicaciones topicas (pour-on) dio lugar a
Su uso masivo, especialmente en vacas lecheras (Guglielmone et al., 2001a).

Una encuesta realizada por Suarez et al. (2006) en establecimientos
destinados a la produccién de leche de la provincia de Santa Fe y Cérdoba, revela que
los piretroides, como droga Unica o en combinacién con otros tipos de insecticidas,
constituyen el principal grupo quimico utilizado. Estos piretroides son aplicados
principalmente (69,4%) por via tépica, seguida por la utilizacién de caravanas (28,5%)
que emplea el uso de insecticidas organofosforados, principalmente diazinon, debido a
gue no presenta restricciones para su uso en animales en lactancia, hecho que se vio
reflejado en este estudio al no ser detectado en muestras de leche.

La presencia de estos insecticidas en la leche proviene de la excrecion a través
de las glandulas mamarias, ya que la leche es rica en lipidos, lo que facilita la
excrecion de compuestos lipofilicos por esta via (Suarez et al., 2006). Esto demuestra
que la leche podria constituirse en alimento de alto riesgo para la salud de los

consumidores.

3.2.3. Evaluacion de la concentracion de plaguicidas en leche y su relacion

con practicas de manejo en los establecimientos

Las variables incluidas en el modelo de regresion logistica y los resultados
estadisticos de las mismas se muestran en la Tabla 7.

En este estudio, la presencia de residuos de plaguicidas en leche no estuvo
influenciada por las estaciones del afo (P= 0,754) ni por las caracteristicas
productivas de los establecimientos, como el tamano del tambo (P= 0,723), numero de
vacas en ordeno (P= 0,777), produccion diaria (P= 0,636), produccién individual de
leche (P=0,468) y el tipo de sistema productivo (P= 0,390).

Las actividades productivas desarrolladas en los establecimientos encuestados
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(P= 0,401) no estuvieron asociadas a la presencia de plaguicidas en la leche. La
mayor cantidad de muestras positivas de plaguicidas provienen de los
establecimientos que realizan produccion de leche, carne y agricultura en conjunto
(53,3%), seguida por aquellos que combinan la produccion de leche con la actividad
agricola (20%) y en proporciones iguales (13,3%) las actividades produccion de leche
y la combinacion de ésta con carne.

Un relevamiento de la utilizacion de agroquimicos en la provincia de Buenos
Aires, revela que existen variaciones en el uso de plaguicidas asociadas al modelo
productivo predominante (Gonzalez et al., 2013). Estos estudios observaron zonas con
mayores valores de peligrosidad que coincidian con actividades predominantemente
agricolas, en contraste con zonas de menores indices de peligrosidad con predominio
de ganaderia.

En este sentido, se relevaron variables que pudieran estar potencialmente
asociadas a la presencia de plaguicidas en la leche como: 1) las actividades
productivas practicadas en los campos colindantes a los establecimientos lecheros, 2)
qué porcentaje de la superficie total, del establecimiento estudiado, estaba destinado a
pasturas y a cultivos agricolas, ya sea para la elaboracién de forrajes conservados y/o
granos para venta o consumo propio del establecimiento.

Las caracteristicas de los campos colindantes con agricultura (P= 0,612),
ganaderia (P= 0,744), tambo (P= 0,585) y mixtos (P= 0,789) no estuvieron asociados
con la presencia de plaguicidas en la leche. No obstante, el porcentaje de hectareas
destinadas a la implantacién de pasturas y cultivos agricolas, estuvo asociada con la
presencia de plaguicidas en la leche (P= 0,037). El 58,8% de los establecimientos
destinaban mas del 60% de la superficie a cultivos agricolas y dentro de ellos, el
53,3% presentd residuos de plaguicidas en la leche. Estos resultados indican que la
mayor cantidad de residuos de plaguicidas en la leche podria derivar de la agricultura,
no resultando en este estudio ser la Unica fuente de contaminacion.

Los productos fitosanitarios no son inocuos, por eso deben ser utilizados de
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manera responsable y solamente para el fin que fueron creados: proteger los cultivos
de plagas, malezas y enfermedades para poder producir alimentos en cantidad y
calidad (CASAFE, 2017). El uso seguro y responsable de los productos fitosanitarios
comprende la realizacion de ciertas practicas de manejo previo a la aplicacién (realizar
el diagnéstico del cultivo, contar con receta agronémica, calibracion de las maquinas
pulverizadoras, etc.), durante la aplicacion (chequear condiciones ambientales) y
posterior a la aplicacién (respetar los tiempos de carencia, manejo de envases vacios,
etc.). Estas practicas fueron relevadas en cada establecimiento para identificar su
posible asociacién a la presencia de residuos de plaguicidas en la leche.

Todos los establecimientos poseian algun tipo de asesoramiento agronémico
respecto al manejo de cultivos, ya sea a través de un profesional contratado por el
productor o por profesionales pertenecientes a las empresas que le proveen insumos
de semillas, agroquimicos y fertilizantes, por lo que esta variable no estuvo asociada a
la presencia de residuos de plaguicidas en leche (P=0,874).

El monitoreo de los cultivos es la observacidn detallada del estado fitosanitario
del mismo, con el objetivo de realizar un diagnostico para la determinacion de la
necesidad de aplicacion de un plaguicida (CASAFE, 2017). En cada establecimiento,
se relevo informacidén acerca de quién realizaba el diagnostico en los cultivos para la
aplicacion de los plaguicidas. En el 67,7% de los establecimientos el ingeniero
agronomo realizaba el diagnostico de los cultivos y en el 32,4% restante el diagnostico
era realizado por el productor. Aunque esta variable no estuvo asociada a la presencia
de residuos de plaguicidas en la leche (P=0,192), se puedo observar que en aquellos
establecimientos en los cuales se detect6 plaguicidas en leche, el productor fue quién
realizd el diagnostico de los cultivos (73,3%), respecto a aquellos establecimientos en
los cuales no se detect6 plaguicidas en leche, donde el diagnéstico fue realizado por
un ingeniero agrénomo (79,2%).

El 82,4% de los establecimientos realizaba la compra y aplicacion de los
plaguicidas sin la receta realizada por un profesional competente. Sélo el 17,6% de los
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productores utilizaba receta. Sin embargo esta variable no estuvo asociada a la
presencia de residuos de plaguicidas en la leche (P=0,877).

El 69,1% de los productores contrataba el servicio para realizar las
pulverizaciones, el 27,9% de los productores poseia equipo propio para realizar las
aplicaciones y el 2,9% realizaba una combinacion de ambas, es decir, utilizaba
equipos propios para las pulverizaciones sobre areas pequefas y contrataba el
servicio cuando requeria aplicar en grandes superficies. El 48,5% de los equipos que
se utilizaban para realizar las pulverizaciones no se encuentra registrado, ya sea de
dominio propio o contratado. Ambas variables, equipo propio o contratado (P= 0,364) y
registro de equipos (P= 0,713) no se encuentran asociadas a la presencia de
plaguicidas en la leche.

Todos los productores manifestaban chequear las condiciones climaticas antes
de aplicar un plaguicida, sobretodo direccién y velocidad del viento y temperatura,
principalmente en la época estival.

El registro de los tratamientos permite no solo realizar un seguimiento de los
principios activos aplicados en el lote sino también es una herramienta valiosa para el
productor que le permite para chequear y respetar los tiempos de carencia. El periodo
de carencia es el numero de dias que debe transcurrir entre la Ultima aplicacién del
plaguicida y el momento de cosecha o uso del cultivo tratado (frutos, granos, pastoreo)
(SENASA, 2012). Las variables, registro de los tratamientos aplicados en los
establecimientos (P= 0,009) y cumplimiento de los tiempos de carencia (P= 0,071),
estuvieron asociadas a la presencia de residuos de plaguicidas en la leche (Tabla 8).

El 70,6% de los productores no lleva registro de los tratamientos aplicados en
sus establecimientos. Estos tuvieron un riesgo de 1,23 veces superior de hallar
residuos de plaguicidas en la leche que producen, respecto a los que si llevan
registros de los tratamientos que aplican a sus cultivos. Por otra parte, el 38,2%
respetaba los tiempos de carencia, principalmente los que tienen que ver con el
reingreso de los animales a las pasturas y el 61,8% no se informaba ni respetaba los
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tiempos de carencia. En aquellos establecimientos en los cuales se detectaron

residuos de plaguicidas en la leche, el 86,7% de los productores no respetaba los

tiempos de carencia. Los productores que no respetan los tiempos de carencia

tuvieron 2,86 veces mas riesgo de hallar residuos de plaguicidas en la leche que

producen, respecto a los que no lo respetan.

Tabla 7: Definiciones de variables explicativas seleccionadas (p <0.15) mediante analisis
univariado incluidas en el andlisis para la asociacion potencial con la presencia de plaguicidas
en la leche cruda en la cuenca central de Argentina (n= 68 muestras de leche).

Variable Nivel Media DE p-valor
Estacion climatica Otofio-Invierno 0,766 0,074 0,754
Primavera-Verano 0,795 0,071 ’
Chico: <2000 l/dia 0,821 0,087
- Mediano: entre 2000-4000 0,710 0,101
Tamano del tambo Idia 0.821 0.087 0,723
Grande: >4000 I/dia
Numero de vacas - - - 0,777
Produccioén diaria - - - 0,636
Produccion individual de - - - 0,468
leche
Pastoril con suplementacion 0,812 0,067
: . Pastoril con encierre 0,669 0,120
Vg als Seieie estratégico 0,847 0,104 kil
Estabulado
. <25 l/dia 0,790 0,060
Litros de leche por vaca 25 |/dia 0.752 0.115 0,779
Tambo 0,341 0,290
. . Tambo-Carne 0,800 0,131
HENIEECEE DI EETEs Tambo-Carne-Agricultura 0,758 0,078 U
Tambo-Agricultura 0,864 0,075
Campo colindante: Si 0,795 0,056 0612
agricultura No 0,701 0,156 ’
. . . Si 0,752 0,103
Campo colindante: ganaderia No 0.793 0.062 0,744
. R Si 0,999 0,001
Campo colindante: mixto No 0.732 0.060 0,789
. . Si 0,798 0,128
Campo colindante: tambo No 0716 0.058 0,588
o . <60 % 0,500 0,165
Uso del suelo: % agricultura ~60% 0.828 0.050 0,035
Ingeniero Agrénomo 0,774 0,067
. _— contratado 0,794 0,087
Asesoramiento técnico Ingeniero Agrénomo 0,874
empresas
. . . Ingeniero Agrénomo 0,500 0,107
Diagnostico agronémico Productor 0.768 0.042 0,001
o Si 0,762 0,128
Receta agronémica No 0785 0.058 0,877
. o Propio 0,682 0,118
Equipo de pulverizaciéon Contratado 0.834 0.058 0,364
, . Si 0,775 0,072
Registro de los equipos No 0.805 0.082 0,713
. . Si 0,651 0,056
Registro de tratamientos No 0.834 0.113 0,014
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Si 0,500 0,098

Respeta tiempo de carencia No 0.942 0.036 0,023
Ningln manejo 0,921 0,035
Disposicion de  envases Triple Lavado y venta 0,788 0,068 0916
vacios Se lo lleva el contratista 0,753 0,117 ’
Sélo venta 0,802 0,135

Referencias: DE= desvio estandar

Dallegrave et al. (2018) realizaron una correlacién entre el contenido de lipidos
de varias matrices alimenticias, entre ellas la leche, con la cantidad detectada de
insecticidas, especialmente piretroides y organofosforados, ya que los mismos son
lipéfilos y pueden migrar a porciones lipofilicas de los alimentos. Observé que no
existe una correlacion entre el contenido de lipidos y los residuos de insecticidas en la
leche. La cantidad de piretroides y organofosforados en la leche estuvo estrechamente
relacionada con el tiempo transcurrido entre las aplicaciones y el ordeno, reafirmando

lo hallado en este estudio.

Tabla 8: Modelo de regresion logistica multivariable final para la contaminacién de plaguicidas
en la leche de tanque de tambos de la cuenca central de Argentina (n= 68 muestras de leche).

Variables predictivas P OR OR IC 95%
Registro de los tratamientos 0,009 1,23 0,258 - 2,726
Respeto de tiempos de carencia 0,071 2,86 0,524 - 3,472

Referencias: OR= Odds Ratio; IC= Intervalo de Confianza

Finalmente, se consulté a los productores sobre el manejo de los envases
vacios luego de la aplicaciéon. El 61,8% de los productores realizan un triple lavado y
perforacion en la base del envase vacio y luego lo vendian a compradores que pasan
a domicilio. En el 23,5 % de los casos el contratista luego de la aplicacién se llevaba el
envase vacio del establecimiento, realizando un lavado a presién mediante el sistema
de bombas de la pulverizadora y sélo el 10% de los productores acumulaba los
envases, sin lavado ni perforado en su base, hasta el momento en el que el comprador
pasaba por su domicilio. Estas practicas de manejo de los envases vacios, no
estuvieron asociadas a la presencia de plaguicidas en la leche (P=0,916).

El amplio espectro de control de los insecticidas piretroides podria ser una

explicaciébn de la alta incidencia en las muestras. Ademas, podemos afirmar que
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cuando no se cumplen las buenas practicas agricolas en la aplicacion de plaguicidas,
estos pueden llegar a la leche y constituirse en un peligro para la salud de los

consumidores.

3.3. Evaluacion de la concentracion de nitratos y nitritos en la cuenca lechera

central de Argentina y factores de riesgo asociados

3.3.1. Deteccion de nitratos y nitritos en agua

El suministro de agua en los establecimientos evaluados, se realizaba
mediante molinos de viento de bombeo de agua, suministrando agua principalmente a
corrales y potreros, o mediante bombas, cuando el agua se destinaba a las casas e
instalaciones de ordefio. La cantidad media + DE de pozos en los establecimientos
(contando ambas fuentes mencionadas) fue de 3,2 + 4,1 pozos.

Los establecimientos productivos evaluados estaban ubicados sobre tierras de
capacidad productiva alta (n=27), con suelos de buen drenaje (argiudoles tipicos y
acuicos) a media-alta (n=6) con suelos de drenaje moderadamente bueno (argiudoles
acuicos, argialboles) e inclusiones de suelos de menor aptitud (Natralboles y
Natracualfes). Sélo un establecimiento se encontré ubicado sobre tierras de
productividad media-baja con suelos de imperfecta a pobremente drenados
(argialboles y natralboles) (Visor GeoINTA).

Los valores promedios de nitratos (NO3) y nitritos (NO,) en las muestras de
agua provenientes de establecimientos dedicados a la produccién primaria de leche en
la cuenca central de Argentina, se muestran en la Tabla 9. Las concentraciones de
nitratos variaron desde no detectado (<0,87 mg/l) a 1489 mg/l y las de nitritos desde

no detectado (<0,25 mg/l) a 8,11 mg/l.
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Tabla 9: Media (M) £ desvio estandar (DE), niveles minimos (Min.) y maximos (Max.) de
nitratos y nitritos (mg/l) en agua por estacion climatica en tambos de la cuenca lechera central
de Argentina.

N2 de Muestras Exceden los
Estacion Analito muestr M  DE Min Max positivas, limites n, (%)®
as n (%) 45 100
o NOs . 150+288  nd 1489 39(765)  24(61) 17§44
NO, 0,03 +0,22 nd 1,57 1(2)
NO; 13(36
PV 39 151 + 249 nd 1119 36 (92,3) 18(50) )
NO, 25+253 nd 8,11 22 (56,4)
Media NO; 90 156 + 270 nd 1489 75 (83) 42(56) 30(40)
NO, 1,09 + 2,06 nd 8,11  23(25)

Referencias: O-I: otofio-invierno, P-V: primavera-verano, nd: no detectado
®Limites de NO; del CAA para agua de consumo humano/Limite de NO3 para agua de bebida
animal (Adams, 1986; Bavera, 1999; NRC, 2001)

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) define los criterios de potabilidad que
debe reunir el agua para consumo humano. Para el ganado bovino no hay
especificaciones reglamentarias, pero existen recomendaciones surgidas de trabajos
de investigacion realizadas por diversos autores (NRC, 1980; Adams, 1986; Van Horn,
1992; NRC, 2001). Sin embargo, algunos paises (Normativa 92/46 de la Unién
Europea) interpretan que los criterios para consumo animal y uso en el tambo son
similares que los establecidos para uso humano, incluso estas exigencias son
trasladas a las industrias lacteas de nuestro pais, que exportan leche para férmulas
infantiles.

El valor de NO; a partir del cual pueden aparecer problemas en ganado
lechero, es de 45 mg/I (NRC, 1980), coincidiendo con el admitido para seres humanos
segun el CAA (De la Canal, 1994). Segun diversos autores (Adams, 1986; Bavera,
1999; NRC, 2001) el valor maximo de tolerancia para bovinos de leche de NO; es de
100 mg/l. Cuando los contenidos son mayores a 500 mg/l, no se deben utilizar estas
fuentes de agua para bebida (Yeruham et al., 1997).

El 83% de las muestras reportadas (75/90) tenian niveles detectables de NO3 y
el 25% de las muestras (23/90) tenian niveles detectables de NO,. Como puede

observarse en la Tabla 9, independientemente de la estacién del afio, mas del 50% de
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las muestras presentaban valores promedio de NO3 que superaban el limite de 45 mg/I
y el 40% superaba el valor maximo tolerable para bebida animal, con valores extremos
que excedian los 500 mg/I.

Los niveles detectados de nitratos realizados en establecimientos lecheros de
Argentina son variables. Un estudio tom6 muestras de la aguada principal de 162
tambos ubicados en Santa Fe, Cordoba, Buenos Aires, Santiago del Estero y Entre
Rios. Los valores promedios de NO; fueron de 80,1 mg/l + 99,4 mg/l con valores
maximos de 330 mg/l (Maiztegui et al., 2014). Resultados mas recientes (Baudracco et
al., 2014) surgidos de un relevamiento de tambos de la cuenca lechera de Santa Fe y
Cordoba, mostraron valores promedios de nitratos de 55,1 mg/l +18,4 mg/l. Otro
estudio realizado por Gaggiotti et al. (2014) en 21 tambos ubicados en los
departamentos Castellanos y Las Colonias de la provincia de Santa Fe, encontré que
los niveles promedios de NO3; y NO, fueron de 63,36 mg/l £76,69 mg/l y 1,34 mg/| £
5,48 mg/l, siendo los maximos 299 mg/l y 36 mg/l, respectivamente. Para este ultimo
caso, los valores de NO, fueron superiores a los hallados en este estudio.

Relevamientos realizados en 400 tambos ubicados en diferentes cuencas
lecheras de la Argentina indicaron que aproximadamente el 50% presentaban una
concentracion superior al valor de 45 mg/l (Herrero et al., 1997, 1998). Un muestreo
realizado por INTA Rafaela, en 110 tambos de la cuenca lechera central (Charldn,
2002), report6 que el 76% de las muestras superaba el valor limite, con promedios de
293 mg/l £2 69 mg/l. En otro relevamiento realizado por Herrero (2012) sobre 129
tambos de la cuenca centro de Santa Fe mostr6 valores promedio de nitratos de
130,08 mg/l £137,93 mg/l, donde el 40% de las muestras resultaban aptas para bebida
humana.

El nivel de nitratos también fue estudiado en sistemas de produccion
agropecuarios bonaerenses. Costa et al. (2002) encontraron niveles por encima de los
45 mg/l en el 36% de las muestras de 214 pozos en el sureste de Buenos Aires.
Herrero et al. (2000a) hall6 niveles detectables de nitratos en el 91% de los pozos
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rurales, donde el 29% de ellos, tenian niveles superiores a los 45 mg/I. Estos mismos
autores encontraron niveles detectables en el 92,85% de los pozos en un estudio mas
extenso (1.085 pozos) y entre el 30 y el 70% superaron los 45 mg/| de nitratos, segln
las areas que se evaluaron (Herrero et al., 2000b).

Estudios internacionales, realizados en los Estados Unidos por Gelberg et al.
(1999) encontraron niveles detectables de nitratos en el 95% de los pozos domésticos
y mas del 15,7% excedid el limite maximo de nitratos (44 mg/l) establecido por la
Agencia de Proteccién Ambiental de EE.UU. (2006). Kross et al. (1993) en un estudio
realizado en el estado de lowa (EE.UU.) encontraron niveles que superaban el valor
limite en el 18% de las muestras. En Chile, Claret et al. (2003), encontraron niveles
superiores a 45 mg/l en 0,6% de los pozos muestreados.

La diferencia de estos resultados en distintas zonas o area geograficas permite
inferir que la contaminacion por nitratos podria estar asociada a practicas de manejo o
caracteristicas de sitio especificas. Los nitratos no son un componente natural del
agua, por el contrario, su presencia supone algun tipo de contaminacién con materia
organica. En algunos casos esta contaminacion obedece a un alto nivel de carga
bacteriologica sobre todo de bacterias coliformes (Taverna, 2004). Por esta razon, se
realizd una evaluacién microbiolégica de las muestras de agua utilizadas en los
establecimientos. Estos resultados, y los valores considerados aptos para uso humano
y para higiene de las instalaciones de ordefo se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: Calidad microbiolégica del agua, provenientes de tambos de la cuenca lechera
central de Argentina y porcentaje de muestras aptas

Analisis M + DE® Limite® % aptas

Bacterias aerobias meséfilas (UFC/mI) 900 + 2780 <500 UFC/ml 77
Coliformes totales (NMP/100ml) 219 £430 <3 /100 ml 36
% muestras
Escherichia coli (Presencia/100ml) 19 Ausencia/100 ml 79
Salmonella (Presencia/100ml) 0 Ausencia/100 ml 100
Pesudomonas aeruginosa 1 Ausencia/100 ml 99
(Presencia/100ml)

Referencias: °M: Media, DE: desvio estandar. "Segin Cédigo Alimentario Argentino para
agua potable (CAA, 2007).

Respecto a parametros fisico-quimicos, los valores de pH obtenidos no se
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consideran como un problema, dado que la mayoria de las fuentes de agua
presentaron valores entre 6,45 y 8,55. Los valores promedios + DE de conductividad
fueron 4,96 + 2,90 mS/cm.

El recuento de coliformes totales superé el valor limite para consumo humano
segun la normativa vigente (>3 NMP/100ml) en el 64% de las muestras. En el caso del
recuento de bacterias aerobias mesdfilas, el 23% de las muestras superaron el valor
establecido por el CAA (>500 UFC/mlI). El 21% de las muestras presentaron valores de
E. coli por encima de lo establecido, sucediendo lo contrario para Pseudomonas,
donde casi la totalidad de las muestras presentd ausencia. De igual modo, no se
evidencio contaminacion con Salmonella en agua.

Un estudio realizado sobre las fuentes de agua de 10 tambos representativos
ubicados en noreste de la provincia de Santa Fe, demostrd que el 60% de los tambos
presentaron recuentos de bacteria coliformes totales superiores al limite (>3/100ml) y
en un 20% y 40 % de los casos se detectaron Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, respectivamente. Estos resultados son coincidentes con los hallados en
este estudio, con excepcion de Pseudomonas.

Como se puede observar en la Tabla 10, las mayores contaminaciones
ocurrieron por la presencia de bacterias coliformes, indicando una probable
contaminacién con materia fecal. Para ello, se analizé su relacion con variables de
manejo que pudieran estar relacionadas.

Las siguientes variables, profundidad del pozo (P= 0,276), la profundidad de la
napa fredtica (P= 0,410), la distancia de la perforacién al tambo (P= 0,349) y a la
laguna de los efluentes (P= 0,400), no estuvieron asociadas con la presencia de
bacterias coliformes en el agua, mientras que el tipo de construccién del pozo (P=
0,001), la edad de la construccién del pozo (P= 0,005), la distancia de la perforacién a
los corrales de alimentaciéon de las vacas lecheras (P= 0,055) y al pozo ciego de la
casa habitacion (P= 0,012) estuvieron asociadas con la presencia de estas bacterias
en el agua.
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Estos resultados son coincidentes con los reportados por Picone et al. (2003),
en un estudio realizado en el area rural de la cuenca alta del arroyo Pantanoso
(Balcarce), provincia de Buenos Aires donde se evaluaron 39 pozos y encontraron que
la contaminacién por coliformes estaba asociada a la presencia de pozos ciegos y/o
camaras sépticas en las cercanias de donde se realiz6 la toma de las muestras y en
los corrales de encierre, donde la hacienda permanecia hacinada durante la noche,
mientras que en los pozos que estaban bien construidos y las condiciones de higiene
eran las adecuadas, la cantidad de coliformes fue menor.

Por otra parte, se compararon los valores de nitratos con cada uno de los
resultados microbiolégicos por prueba de correlaciéon de Spearman, no hallandose
asociacion entre ellos (r= 0,12). Estos resultados coinciden con el estudio mencionado
recientemente (Picone et al., 2003) y con otro realizado por Herrero (2014) en
perforaciones y tanques de almacenamiento en instalaciones de ordefio de la cuenca
de Abasto Sur, donde no se observ6 ninguna asociacion entre los pozos contaminados
con bacterias coliformes y aquellos con nitratos, indicando que el origen de estas
contaminaciones obedeceria a procesos distintos. Sin embargo, en un estudio
realizado en el norte de Buenos Aires los nitratos presentaron relacion con los
coliformes totales (r= 0,85) en muestras provenientes de perforaciones cercanas a

pozos negros (Silva Busso y Santa Cruz, 2005).

3.3.2. Deteccion de nitratos y nitritos en leche

Los valores promedios de nitratos y nitritos en las muestras de leche
provenientes de establecimientos dedicados a la produccion primaria de leche en la
cuenca lechera central de la Argentina, se muestran en la Tabla 11. Las
concentraciones de NOj; variaron desde no detectado (<0,5 mg/l) a 3 mg/l y las de
nitritos desde no detectado (<0,2 mg/l) a 0,5 mg/l. El 69% y el 82% de las muestras de
leche presentaron concentraciones inferiores al limite de deteccion de la técnica para

NO; y NO, respectivamente.
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Tabla 11: Media (M) * desvio estandar (DE), niveles minimos (Min,) y maximos (Max,) de
nitratos y nitritos (mg/l) en leche de tanque por estacién climatica en tambos de la cuenca
lechera central de Argentina,

N2 de Muestras Exceden los
Estacion Analito muestr M + DE Min Max positivas, limites n, (%)
as n (%) CAA® China"®
Ol NO3 34 0,5+0,8 nd 3 11 (32) 1(3) 5(15)
NO, 0,2+0,2 nd 05 12 (35) 12(35)  12(35)
PV NOs3 34 0,4+0,6 nd 2 10 (29) 0(0) 3(9)
NO, Nd nd nd 0 (0) 0(0) 0(0)
. NO3 0,5+0,7 nd 3 21 (31 1(1,5) 8(12)
Media NO, 68 0,120,2 nd 05 12((1 8)) 1é(18) 12(18)

Referencias: O-l: otofio-invierno, P-V: primavera-verano, nd: no detectado
2 Limites para leche de 3 y 0,2 mg/l de NO;y NO,, respectivamente. ° Limite de 2 mg/l de NO;
para leche.

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) establece valores maximos de 3 y 0,2
mg/l para NO3 y NO, en leche, respectivamente. Los requerimientos establecidos por
ciertos paises importadores que destinan mayoritariamente la leche a férmulas
infantiles son mas estrictos. Por ejemplo, China establece valores de nitratos en leche
<2 mg/l. Tomando como referencia estos limites, el 1,5% y 18% de las muestras
superaron los valores del CAA para NO3z y NO,, respectivamente. Si se considerara el
limite de NOj; requerido por China para leche infantil, el 12% de las muestras lo
superarian (el limite de NO, es igual al del CAA).

Los valores de nitratos en leche fueron inferiores a los reportados por estudios
previos, resultando los valores de nitritos superiores. Gaggiotti et al. (2014)
encontraron, en leche de 21 tambos de la provincia de Santa Fe, valores promedios de
2,88 mg/l + 3,59 mg/l y 1,05 mg/l £ 0,31 mg/l de NO3 y NO,, respectivamente. El 7% y
1% de las muestras superaron los valores del CAA para NO3 y NO,, respectivamente,
mientras que el 7% de las muestras superaron el valor establecido por China.

Otro estudio realizado en 12 tambos ubicados en la provincia de Coérdoba
(Costamagna et al., 2016), reportd valores promedios y (rango) de 1,72 mg/l (0,40-21
mg/l) y 0,13 (0,10-0,50 mg/l) mg/l para NO3; y NO,, respectivamente. El 64% de las
muestras presentaron concentraciones inferiores al limite de deteccién para el NO3; y
un 93% para el NO,. El 36% y 6,9% de las muestras superaron los valores del CAA
para NO; y NO,, respectivamente y el 19,4% de las muestras superaron el valor
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establecido por China para formulas infantiles, valor que coincide con lo hallado en

este estudio.

3.3.3. Evaluacion de las concentraciones de NO; en agua y leche, y su

relacion con practicas de manejo en los establecimientos

Se evaluaron las practicas y condiciones del sitio de cada establecimiento que
pudieran estar asociadas a la contaminacién del agua por nitratos, y que por ende
podrian ser una de las vias de ingreso de este contaminante a la leche (Tabla 12).

Las estaciones del afio no estuvieron asociadas al nivel de NO3 en agua (P=
0,678) y en leche (P= 0,715) a pesar que las precipitaciones en el area de estudio
fueron superiores a la media para el periodo primavera-verano, hecho que podria
tener un efecto sobre la lixiviacién de los nitratos por fuera de la zona de alcance de
las raices y contaminar el agua subterranea.

El tipo de sistema, considerando desde mas pastoriles a estabulados, tampoco
estuvo asociado a la presencia de NO3; en agua (P= 0,304) y en leche (P= 0,950),
como asi tampoco la carga animal medida en vacas totales por hectarea de cada

establecimiento (P= 0,636 y P= 0,614 para agua y leche, respectivamente).

Tabla 12: Definiciones de variables explicativas seleccionadas (p <0.15) mediante andlisis
univariado incluidas en el andlisis para la asociacion potencial de la presencia de nitratos en
agua de tambos provenientes de la cuenca central de Argentina (n= 90 muestras de agua).

Variable Nivel Media DE P valor

e Otono-Invierno 0,587 0,105

Estacion climatica Primavera-Verano 0,594 0,110 0,678
Pastoril con suplementacion 0,625 0,120

Tipo de sistema Pastoril con encierre estratégico 0,410 0,173 0,304
Estabulado 0,785 0,170

Carga animal - 0,636
. s Encamisado 0,307 0,102

Tipo de construccion No encamisado 0.801 0.076 0,099
1y 10 afios 0,922 0,090

Edad de la construccion 11 y 25 afios 0,407 0,147 0,116
>25 afnos 0,583 0,115
Localizacion topografica Aguas_arnba 0,942 0,036

del pozo A mvgl 0,167 0,076 0,023
En decilve 0,027 0,045

Distancia de la i i i 0.127

perforacién a los corrales
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de encierre

Distancia de la

perforacion a  pozos = = = 0,087
ciegos

Distancia de la

perforacién a la laguna de - - - 0,224
efluentes

Distancia de la

perforacién al tambo i i i 0:578
Profundidad de los pozos - - - 0,553
Nivel de la napa fredtica - - - 0,615

Referencias: DE= desvio estandar

Respecto a las condiciones del sitio de los pozos evaluados, el tipo de
construccién de los pozos (P= 0,011), la edad de construccién de los pozos (P=
0,082), la localizacion topografica del pozo respecto al resto de las instalaciones (P=
0,001), la distancia de la perforacion a los corrales de encierre permanente o
temporario (P= 0,027) y la distancia a los pozos ciegos (P= 0,059), fueron las variables
que estuvieron asociadas a la presencia de NO3z en agua (Tabla 13).

De las 36 muestras que presentaron valores de NO; superiores a los 45 mg/I, el
75% derivé de pozos no encamisados, mientras que el 75,6% de las muestras con
niveles inferiores a dicho limite derivd de pozos encamisados. Los pozos no
encamisados tuvieron 4,1 veces mas probabilidad de contaminacion con NOj3; por
encima de los limites establecidos, respecto a los pozos encamisados.

Solo el 2,8% de las muestras que provenian de pozos de entre 1 y 10 anos
(pozos nuevos), mostraron niveles de NOj; superiores al limite del CAA (>45 mg/l),
mientras que el 44,4% y el 52,8% de las muestras que provenian de pozos de
mediana edad (entre 11 y 25 afios) y antiguos (mas de 25 anos), respetivamente,
superaban dicho limite. Los pozos mas antiguos tuvieron 1,68 veces mas probabilidad
de contaminacion con NO; por encima de los limites establecidos, respecto a los mas
nuevos.

Aquellos pozos que estaban localizados aguas arriba, el 91,1% de las muestras
no presentaban contaminacion con NOj;, mientras que las ubicadas a nivel (55,6%) o

en declive (38,9%), presentaron valores por encima de los 45 mg/l. Esto podria
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deberse al hecho de que el agua tiende a fluir cuesta abajo y los niveles freéaticos
tienen la tendencia para seguir la pendiente del terreno. La comprensiéon de estos
patrones de flujo, antes de la construccion del pozo, podria ser de gran ayuda para
encontrar sitios de construccién apropiados, en los que los contaminantes fluyen lejos
del pozo.

Posibles fuentes de contaminacién del agua ubicadas en las cercanias de las
perforaciones muestreadas fueron evaluadas. La variable distancia a los corrales
temporarios 0 permanentes de las vacas lecheras (segun el tipo de sistema), fue
categorizada. El 92,7% de las muestras que provenian de pozos que estaban
ubicadas a menos de 20 metros de los corrales de encierre, presentaron valores de
NO; superiores a 45 mg/l. De igual manera, el 75% de las muestras halladas con mas
de 45 mg/l tenian el pozo ciego ubicado a menos de 50 metros de distancia del pozo.

La distancia del pozo a la laguna de efluentes (P= 0,224) y al tambo (P= 0,378)
no estuvo asociada a la presencia de NO3; en agua. No obstante, sé6lo el 30% de los
establecimientos cumplimentaba con las distancias minimas requeridas.

A diferencia de otros resultados reportados por la bibliografia (Carb6 et al.,
2009), la profundidad de los pozos (P= 0,553) y el nivel de la napa freatica (P= 0,615)
no estuvieron asociados a la presencia de NO; en el agua.

Tabla 13: Modelo de regresion logistica multivariable final (seleccién hacia atras) para la
contaminacién de nitratos en leche proveniente de tambos de la cuenca central de Argentina
(n= 68 muestras de leche).

Variables predictivas P OR OR IC 95%
Tipo de construccion 0,011 417 2,462 — 33,627
Edad de la construccion 0,082 1,68 2,327 — 3,520
Localizacién topografica del pozo 0,001 5,73 2,166 — 9,300
eDrli:tiz?rcéa de la perforacion a los corrales de 0,027 3.28 2.875— 7,057
Distancia de la perforacion a pozos ciegos 0,059 1,23 2,235 — 4,553

Referencias: OR= Odds Ratio; IC= Intervalo de Confianza

Los factores asociados a la contaminacion del agua por nitratos estan en
concordancia con los reportados por estudios previos realizados en la provincia de

Buenos Aires (Herrero et al, 2000b; Herrero, 2014). Galindo et al. (2004)
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recomendaron tener en cuenta el encamisado cuando se construyen las perforaciones,
ya que si bien el tipo de suelos de la region pampeana son ricos en carbonato de
calcio y permiten que la pared de las perforaciones no se derrumbe, no es garantia de
baja contaminacion para la construccion de pozos sin camisa (cafo protector). Esta
situacion no impide que los contaminantes de facil lixiviacion, como los nitratos,
lleguen al pozo desde la napa freatica por las paredes de la perforacion (Ceplecha et
al., 2004). Goss et al. (1998) también encontraron esta causa asociada a la
contaminacién del agua por NOs.

Este estudio mostr6 que la edad del pozo tiene un efecto sobre la
concentracion de NOj, al igual que lo reportado en un estudio preliminar (Herrero,
2014). Goss et al. (1998) también detectaron un aumento estadisticamente
significativo en la concentracion de NO; con la edad del pozo. Este hecho podria estar
asociado a caracteristicas constructivas mas precarias de los pozos antiguos.

Rutkoviene et al. (2005) y Herrero (2014) demostraron que la concentracién de
nitratos estaba asociada a las mismas fuentes de contaminacion halladas en este
estudio. Sin embargo, encontraron otras fuentes como el uso de fertilizantes y la
distancia desde el pozo a las lagunas de efluentes, contrariamente a los resultados de
este estudio. Por otro lado, Gelberg et al. (1999) no encontraron una asociacién
significativa entre la distancia a las fuentes de contaminacion y la concentracion de
nitrato. Por el contrario, Liu et al. (2005) encontraron que las distancias entre el pozo
de agua y tres posibles fuentes de contaminacién (corrales de animales, sistemas
sépticos y cultivos agricolas) no mostraron un efecto significativo en la concentracion
de NOs.

Estos resultados permiten concluir que no existe una Unica fuente de
contaminacién del agua con nitratos y que depende de las condiciones de sitio
especificas, aunque se pueden identificar algunas fuentes de contaminacion
repetitivas en todos estos estudios que condicionan la calidad del agua y que podrian
ser un riesgo tanto para la salud humana como animal.
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Los valores de NO3; en agua y en leche fueron correlacionados mediante la
prueba de correlacién de Spearman, no hallandose asociacion entre ellos (r= 0,35), es
decir que la concentracion de nitratos en leche seria independiente de la calidad del
agua. Esto indicaria que existen otras probables fuentes de contaminacién como los
nitratos contenidos en los alimentos de las vacas lecheras, sobre todo las pasturas y/o
practicas adoptadas por los operarios, especialmente en los procesos de sanitizacion

de equipos de ordefo.

3.4. Analisis espacial

No se detectaron agrupaciones espaciales significativas (P> 0,05) en la regién
estudiada para los tres contaminantes evaluados. El nivel de contaminacion en la
leche, independientemente del contaminante considerado, fue similar en todas las
zonas (P= 0,22). Esto puede deberse a que las condiciones geograficas del area
evaluada son bastante homogéneas y que la presencia de los contaminantes no esta

condicionada por dicha variable.

4. CONCLUSIONES PARCIALES

La prevalencia y los niveles de AFM; en la leche producida y comercializada en
Argentina no es un problema de relevancia. Sin embargo, se han identificado practicas
que podrian aumentar los niveles de contaminacion.

La semilla de algoddn es el ingrediente de mayor riesgo en las dietas de
ganado lechero y las condiciones de almacenamiento de los subproductos en los
establecimientos se asociaron a la presencia de AFM; en leche.

Se demostro la presencia de diferentes insecticidas en muestras de alimentos
de origen animal, aunque los niveles detectados no representan riesgos considerables

para la salud de los consumidores.
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Los insecticidas organofosforados se utilizan ampliamente en la agricultura y
ganaderia debido a su amplio espectro de accion y su persistencia mas corta en el
medio ambiente respecto a otros. Estas caracteristicas, sumado a los factores de
riesgo identificados podrian ser una explicacion de la alta incidencia de estos residuos
en las muestras de leche. Por lo tanto, se recomienda la necesidad de mejorar las
buenas practicas agricolas como, por ejemplo, llevar registros de las aplicaciones para
respetar los tiempos de carencia, ya que resultaron ser las principales fuentes de
contaminacién de los alimentos con residuos de plaguicidas

Se detectaron altos contenidos de nitratos en las muestras de agua de la region
bajo estudio, cuyos principales usos son para bebida humana y animal como para el
lavado de las instalaciones de ordefio, constituyéndose en una via de ingreso de
nitratos en la leche.

Las causas de contaminacion estuvieron ligadas a caracteristicas constructivas
de los pozos de abastecimiento de agua y la distancia y ubicacién de los mismos
respecto a posibles fuentes de contaminacion. Este factor podria ser un indicio para
comenzar a considerar leyes y regulaciones relativas a la ubicacion y construccion de
los pozos futuros.

Si bien no hubo una correlacién entre el contenido de nitratos y los aspectos
microbiologicos del agua, la mayoria de las muestras estuvieron contaminadas con
bacterias del grupo coliformes, representando un alto riesgo sanitario. La planificacion
del uso racional del suelo para proteger las fuentes de agua, evitando en lo posible la
localizacién a fuentes potenciales de contaminacion cercanas, seria una medida
adecuada a fin de evitar la contaminacion del agua.

Para promover la inocuidad de los alimentos y la proteccion de los
consumidores, es necesario implementar programas de buenas practicas de manejo y
promover acciones preventivas para minimizar los riesgos para la salud humana y

animal.
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Dado que los requisitos de calidad son cada vez mas estrictos, cualquier
reduccion de los limites normativos internacionales establecidos tendria un grave
impacto en la producciéon nacional. Por esa razén, Argentina debe mejorar su
programa de monitoreo de contaminantes en la leche.

El mejoramiento de la calidad total en la produccion lechera argentina,
constituye un desafio para mejorar su presencia exportadora. Esto permitird mantener
una ventaja comparativa de nuestro pais como productor de alimentos bajo

condiciones que garanticen la inocuidad de los productos.
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CAPITULO II: Cuantificacion de aflatoxina M; desde los
alimentos del ganado bovino lechero hasta los productos y
subproductos lacteos.
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1. INTRODUCCION

La leche se considera un alimento natural perfecto para consumidores de todas
las edades, especialmente nifos, debido a su alto valor nutricional por su contenido de
proteinas, aminoacidos y una valiosa fuente de calcio, vitaminas y antioxidantes
(Zeluta et al., 2009). La confirmacion de estos beneficios nutritivos hace al consumo
extendido y constante de leche y productos lacteos en varios paises (Galvano et al.,
1996). Segun Silva et al. (2007) el consumo de productos lacteos constituye mas del
80% de los habitos y la ingesta dietética de nifos en todo el mundo. Si bien se
considera a la leche como un alimento nutricionalmente completo, la posible presencia
de toxinas, como la aflatoxina M; (AFM;), puede crear peligros para la salud de los
consumidores (Jawaid et al., 2015).

La AFM; es una toxina muy importante en la leche y productos lacteos ya que
es el principal derivado hidroxilado de AFB; formado en el higado de los animales por
medio de enzimas citocromos P450 y secretada en la leche a través de la glandula
mamaria de las vacas lecheras (Hwang y Lee, 2006). La Agencia Internacional para la
Investigacién del Céancer (IARC, 2002) clasific6 a la AFM; como un posible
carcinégeno humano (Grupo 1). Por lo tanto, AFM; representa un riesgo potencial para
los seres humanos a través del consumo de leche y productos lacteos (Galvano et al.,
1996).

Para minimizar este riesgo, varios paises han establecido niveles maximos de
residuos de AFM; en leche, leche en polvo, yogures y quesos que protegen a los
consumidores, especialmente a los nifios, por el importante papel de la leche en su
dieta (Campagnollo et al., 2016). El destino de AFM; hacia los productos lacteos es
variable y depende del tratamiento utilizado para el procesamiento de la leche, es
decir, pasteurizacion, esterilizacion o secado (Galvano et al., 1996).

A pesar de esto, los estudios han demostrado que AFM; es relativamente

estable al procesamiento térmico y al secado debido a que las temperaturas de

86



descomposicion de las aflatoxinas se encuentran entre 237°C y 306°C (Rustom,
1997). Por lo tanto, si la leche cruda contiene AFM;, es probable que la misma se
encuentre en el producto final. Sin embargo, la literatura todavia es contradictoria
sobre la influencia del proceso tecnoldgico aplicado a la leche y productos lacteos en
los niveles de AFM; (Campagnollo et al., 2016).

En la elaboracién de quesos, dos productos se derivan de la leche: el queso y
el suero, donde el queso representa aproximadamente el 10% de la masa inicial de
leche, siendo la porcién restante suero (Galvano et al., 1996). Los resultados de varias
investigaciones mostraron una union preferencial de AFM; a la caseina (Brackett y
Marth, 1982a; Galvano et al., 1996) y por lo tanto un enriquecimiento en queso, que
varia de 1,7 a 8,0 veces si se compara con la contaminacion original de la leche. Esta
variacion puede originarse en el proceso de elaboracién del queso, las composiciones
quimicas de los quesos, la cantidad de agua extraida durante el procesamiento, los
métodos analiticos empleados en la cuantificacién y el grado de contaminacion de la
leche (Blanco et al., 1988; Oruc et al., 2006).

A pesar de la interaccién AFM;-caseina durante la produccion de quesos, parte
del contenido de aflatoxinas se drena de la cuajada junto con el suero de queso
(Cattaneo et al., 2013). Varios estudios sobre la particion de AFM; durante la
fabricacion de queso informan una amplia gama de distribucion de AFM, entre el suero
y el queso. Algunos autores observaron que la mayor parte de la AFM; se transfiere al
suero (Lopez et al., 2001; Fernandes et al., 2012; Cavallarin et al., 2014), mientras que
otros informan que la mayoria de la AFM; queda retenida en el queso (Brackett y
Marth 1982c; Colak, 2007; Motawee y McMahon, 2009).

El mayor porcentaje de la leche producida en Argentina se destina a la
elaboracion de quesos (OCLA, 2018), siendo el suero lacteo el principal subproducto
derivado de esta elaboracion. El tratamiento como efluente industrial del suero liquido
es costoso debido a su elevada carga organica (alta demanda bioquimica de oxigeno).
Por tal motivo se ha comenzado a trabajar en la revalorizacién de este subproducto
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lacteo (Teran et al., 2008). Dentro de las tecnologias disponibles en la actualidad para
el tratamiento del suero, una de ellas es la tecnologia de membranas que ha
revolucionado la industria lactea generando nuevos procesos tecnoldgicos y
desarrollos de productos innovadores (Vikram et al., 2017).

Las proteinas presentes en el suero lacteo han demostrado amplias
propiedades nutricionales y funcionales. El principal producto obtenido del
procesamiento por membranas del suero es el concentrado de proteinas de suero
(Whey Protein Concentrate 35%, 50% y 80%). Este producto es utilizado como
componente funcional en una amplia gama de productos comerciales, como aditivos
alimentarios, o también pueden fraccionarse en proteinas de suero individuales (Morr,

1989). Todos estos productos pueden contribuir a la ingesta de AFM;.

OBJETIVO

En Argentina, no existen datos publicados sobre el nivel de AFM; en productos
y subproductos lacteos, asi como la tasa de trasferencia de aflatoxina a lo largo de

toda la cadena lactea. Los objetivos de este capitulo fueron:

1. Cuantificar la ocurrencia natural de AFB; en los alimentos en un
sistema de produccion de leche representativo de la region lechera central de
Argentina y estimar la tasa de transferencia de AFB; a AFM; en leche.

2. Cuantificar la transferencia de AFM; de la leche a los productos y
subproductos lacteos.

3. Estudiar la distribucion y estabilidad de la AFM; en los diferentes
productos y subproductos derivados del procesamiento de la leche y sometidos

a diferentes tratamientos tecnolégicos.

El conocimiento de los mecanismos por los cuales AFM; se ve afectada

durante el proceso de elaboracion de productos y subproductos lacteos es de gran
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importancia para proporcionar informacion util y precisa en el desarrollo de estudios de

evaluacion de riesgos y estrategias de gestion de los mismos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestreos

El estudio se realiz6 en un Sistema de Ordefo Voluntario (VMS) ubicado en la
region lechera central de Argentina, con un sistema de produccion semi-intensivo
donde las vacas tienen acceso a pasturas, forrajes conservados y alimentos
concentrados durante todo el ano, similar al promedio de los establecimientos lecheros
del pais.

Se recolectaron, con una frecuencia mensual, un total de 66 muestras de los
alimentos que consumian las vacas en ordeno: 18 muestras de pasturas, 24 muestras
de balanceado comercial y 24 muestras de Raciones Parcialmente Mezcladas (PMR)
compuestas de silaje de maiz y trigo, semilla de algodén, heno de alfalfa y
subproductos como expeller de soja y pellet de girasol. La duracién total del estudio
fue de dos afios.

Mensualmente, se tomaron muestras de leche de tres vacas seleccionadas al
azar segun la etapa de lactancia: a) <90 dias de lactancia (alta produccion de leche);
b) entre 90 y 150 dias de lactancia (produccion de leche mediana) y ¢) >150 dias de
lactancia (baja produccién de leche). Durante el primer afo (2016), se tomaron
muestras de 12 vacas por cada momento de lactancia descripto, obteniéndose un total
de 36 muestras de leche. La leche de cada animal fue individualizada y utilizada para
la produccién de mini-quesos blandos. A su vez, se realizaron muestreos de leche de
vacas elegidas al azar, hasta completar pooles de 180 litros para la elaboracion de
quesos duros de pasta cocida.

Durante el segundo afo (2017), se tomaron muestras de 12 vacas por cada

momento de lactancia descripto, obteniéndose un total de 36 muestras de leche. La
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leche de cada animal fue individualizada y utilizada para la produccién de leche en
polvo.
2.2. Elaboraciones de productos lacteos
2.2.1. Quesos de pasta blanda

Se fabricaron un total de 36 mini-quesos blandos de acuerdo con el proceso
estandar para el queso Cremoso Argentino, adaptado para quesos miniatura (Costabel
et al, 2017) en el area de procesos del Laboratorio de Calidad de Leche vy
Agroindustria del INTA Rafaela. En cada elaboracion, se parti6 de una muestra de 6
litros de leche cruda, la cual fue termizada a 38-40°C y homogeneizada. Luego, se
colocé 1 litro de leche en mini cubas que se llevaron a un bafo termostatico hasta
alcanzar la temperatura de coagulacion (38,5°C + 0,5°C) y se afadié CaCl, (Merck,
Darmstadt, Alemania) para alcanzar una concentracion final en la leche de 0,2 g/I.

Posteriormente, se adicion6 el fermento comercial de ST1-12 (Chr. Hansen
Argentina, Quilmes, Argentina) a una concentracién de 10° UFC/ml de leche. La
enzima coagulante (CHY-MAX® extra, 600 IMCU/ml, Chr. Hansen) se afiadié a una
concentracion de 0,09 ml/l de leche. A continuacién, se introdujo en la minitina el
coagulémetro (INRA, PIGNAT, France) y se detecto el tiempo de coagulacién usando
el software Coag del equipo (Figura 4). El tiempo de coagulacién fue de 9,84 + 4,79
min (valor medio + desviacién estandar). Una vez que la cuajada alcanzé la firmeza
apropiada, se cort6 manualmente al tamafno de grano adecuado para este tipo de
queso (Figura 4). La mezcla de las particulas de cuajada y el suero se agitd
suavemente y se calenté a 39°C durante 2 min para reducir la humedad en los granos
de cuajada. Luego, la mezcla de suero y granos de cuajada fue vertida en moldes
miniatura microperforados de 5,5 cm de diametro y 10 cm de alto, en el cual se logré la
separacion del suero y de la cuajada. Los quesos en miniatura se mantuvieron en sus
recipientes en una camara a 37°C hasta que se alcanz6 un pH de aproximadamente

5,20. El pH se control6 cada 1 hora.
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Figura 4: Coagulacion y corte de cuajada en la elaboracion de quesos miniatura.

Los quesos fueron transferidos a salmuera saturada a 4°C durante 3 min. A
continuacion, los quesos se pesaron y se envasaron al vacio (Figura 5) en bolsas
Cryovac BB2800CB (permeabilidad al O, 30 cm® m? 24 h™' bar-'; CO, 150 cm® m? 24
h™ bar'; vapor de agua 20 g 24 h " m?; Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina).

Todos los quesos se maduraron 20 dias a 4°C.

Figura 5: Almacenamiento de quesos miniatura envasados al vacio.

2.2.2. Quesos de pasta dura

Se elaboraron un total de 9 quesos duros de pasta cocida de acuerdo con el
proceso estandar para el queso Reggianito Argentino (Gallino, 1994) en el area de

procesos del Laboratorio de Calidad de Leche y Agroindustria del INTA Rafaela. Para
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cada elaboracion se utilizaron 180 litros de leche cruda. La misma, fue estandarizada
hasta una relacién grasa/proteina de 0,70 = 0,02, por mezcla de leche entera y leche
desnatada. Posteriormente se pasteurizd en tina a 65°C durante 20 min y se enfri6
hasta 32-33°C, temperatura 6ptima para la coagulacion de esta variedad de queso.
Una vez alcanzada esa temperatura se agreg6 CaCl, (Merck, Darmastadt, Alemania) a
una concentracion final de 0,02% (p/v). Posteriormente, se procedié a acidificar la
leche mediante el agregado de acido lactico (1,5% p/v) (Tuteur, Buenos Aires,
Argentina), hasta obtener un valor de pH de 6,25 + 0,02. Luego se adicion6 el
fermento, el cual se traté de un fermento comercial de Lactobacillus helveticus (Chr.
Hansen Argentina, Quilmes, Argentina). La enzima coagulante consistié en quimosina
pura 100%, 570 IMCU ml" (CHY-MAX®, Chr. Hansen) la cual fue adicionada a la
leche a una concentracién de 0,06 ml/I de leche. Luego de adicionar el coagulante, se
introdujo en la tina el coaguldmetro (INRA, PIGNAT, France) y se detecto el tiempo de
coagulacion usando el software Coag del equipo. El tiempo de coagulacion promedio
la desviacidon estandar correspondiente a las 9 elaboraciones fue 3,96 + 1,4 min. El
corte de la cuajada se realiz6 cuando el coagulo adquirié fuerza suficiente, lo que
ocurrié luego de transcurrido un lapso extra igual a un tercio del tiempo de coagulacion
detectado. Se efectuaron cortes sucesivos separados por etapas de agitacion hasta
obtener un tamano de grano similar a la mitad de un grano de arroz. El corte y
agitacion se realizd6 utilizando liras mecanicas a velocidad controlada
automaticamente. La mezcla de granos de cuajada y suero se calenté lentamente
(0,5°C/min) hasta 42°C, lo que comunmente se denomina rampa de secado. El secado
de los granos de cuajada se completdé manteniendo a 42°C durante 15 min. Culminada
esta etapa, se procedi6 a elevar rapidamente la temperatura (1°C/min) hasta 51°C. El
tiempo de coccion a 51°C fue de 3 min. Posteriormente se realizé el pre-prensado de
la cuajada, durante 20 min. Los quesos se formaron en moldes de acero inoxidable de
tamano adecuado para quesos Reggianito. Luego de moldeados, los quesos fueron
prensados durante 20 horas en prensa horizontal y posteriormente se salaron en
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salmuera saturada a 12°C, a razon de 1 dia por kg de queso. El peso promedio de los
quesos a la salida de salmuera fue de 3,9 kg. Posteriormente, todos los quesos se
maduraron en camara con temperatura y humedad controlada (12°C, 85% de

humedad) por un periodo maximo de 180 dias.
2.2.3. Leche concentrada y en polvo

De un pool de 6 litros de leche, se usaron 533 ml de leche para el secado spray
de las muestras, realizado en el area de procesos del Laboratorio de Calidad de Leche
y Agroindustria del INTA Rafaela. Las muestras de leche se pasteurizaron a 72°C
durante 10 min y se concentraron hasta un 30% de materia seca total mediante
Rotavapor Buchi R (68-70°C bajo vacio). En promedio, se obtuvieron 202 ml de leche
concentrada. Luego, las leches concentradas se secaron con un Mini Spray Blchi B-
290, utilizando las siguientes condiciones de deshidratacién: temperatura del aire de
entrada de 145°C, temperatura del aire de salida de 80-120°C, % de alimentacion de
la bomba de 5 ml/min, flujo de aire de atomizaciéon de 60 I/h y % de secado por
aspiracion de aire de 38 m*/h. Los pesos de las muestras de leche en polvo fueron, en

promedio, de 24 g.
2.3. Deteccion de AFB; en alimentos de ganado bovino lechero

La metodologia de extraccion y analisis de AFB; en muestras de alimentos se
describi6 en el CAPITULO I.

Ademas, el tamano de particula de la PMR se midié mediante el separador de
particulas Penn State Particle Separator (PSPS). El mismo consta de cuatro bandejas
apiladas que tienen agujeros de diferentes diametros, comenzando desde la parte
superior con 19 mm, la segunda con 8 mm, la tercera que retiene particulas entre 2 a 8
mm y la cuarta con la capacidad de retener materiales menores a 2 mm. Se coloco

una muestra de 500 g de la PMR en la bandeja superior y se sacudié enérgicamente
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durante 2 min en distintas direcciones. Luego se pesaron los materiales de las
respectivas bandejas y se calcularon las proporciones en cada una.

Esta medicion se realiz6 bajo la hipdtesis de que una reduccién en el tamafno
de las particulas de forraje (proporcion no adecuada de fibra efectiva en la dieta)
podria afectar el tiempo de retencion de los alimentos en el rumen, evitando la
degradacién de micotoxinas por parte de los microorganismos del rumen vy, en

consecuencia, podria aumentar la tasa de transferencia de la AFM; a la leche.

2.4. Deteccion de AFM; en leches, productos y subproductos lacteos

Las muestras de leche cruda, leche concentrada, leche en polvo, suero y
quesos fueron analizadas usando el kit de prueba RIDASCREEN (R-Biopharm,
Alemania) para detectar y cuantificar AFM;. Los limites de deteccidén (LD) fueron de 5
ng/l para leche cruda, concentrada y en polvo y 50 ng/l para quesos y suero, con tasas
de recuperacién de 100%, 116%, 93% para leches, leche en polvo, quesos y suero,
respectivamente. Las soluciones estandar utilizadas fueron 0, 5, 10, 20, 40, 80 ug/l. Se
consider6 que una muestra era positiva para AFM; si los niveles excedian el limite de

deteccion para el ensayo.

2.4.1. Preparacion de las muestras

La extraccion de las muestras de cada matriz analizada, se detalla a
continuacion:

Leche concentrada: Veinte mililitros (20 ml) de ambas leches se calentaron a
50°C en un bafo de agua durante 30 min y luego se centrifugaron durante 10 min a
3500 g/10°C. La capa de grasa se elimin6é mediante la aspiracién de la pipeta Pasteur
y la leche desnatada restante se usé directamente en la prueba (100 ul por pocillo).

Leche en polvo: Se colocaron diez gramos de leche en polvo en un matraz y se
agregaron 100 ml de agua destilada. La mezcla se agité durante 5 min y se calenté la

solucion de leche en polvo a 50°C en un bafo de agua durante 30 min. Luego se
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centrifugd durante 10 min a 3500 g/10°C. Después de la centrifugacion, la capa
superior de grasa se elimin6 mediante la aspiracion con pipeta Pasteur, la leche
desnatada restante se usé directamente en la prueba (100 ul por pocillo).

Quesos blando y duro: una muestra de queso representativa (5 g) se trituré
finamente con un mezclador y se homogeneizé con 20 ml de metanol al 70% en un
tubo de 50 ml y se incub6 a 50°C durante 30 min en un bafo de agua, agitando
vigorosamente 5 veces durante el periodo de incubacion. Las muestras se
centrifugaron a 10 min/3000g/10°C. Luego, se tomaron 2 ml de la fase acuosa y se
anadieron 2 ml de hexano agitando durante 10 s. Luego se centrifugd en las mismas
condiciones y se tomd una alicuota de la fase acuosa inferior y se diluyé 1:5 con la
dilucién de muestra tampén y se usaron 100 ul por pocillo directamente en la prueba.

Suero: Las muestras se centrifugaron 10 min/3500 g/10 °C. Después de eso, la
capa de crema superior se elimind por completo usando una pipeta Pasteur, el resto

se uso6 directamente en la prueba (100 pl por pocillo).

2.4.2. Analisis de AFM, en leche, productos y subproductos lacteos

Las muestras de leche cruda, leche concentrada, leche en polvo y suero fueron

analizadas bajo el mismo procedimiento descripto en el CAPITULO I.

Se detalla a continuacion el procedimiento de analisis para deteccion vy
cuantificacién de AFM; en quesos:

Se afiadieron 100 pl de solucién de anticuerpo al fondo de cada pocillo, luego
se mezclaron suavemente sacudiendo la placa manualmente y se incubaron durante
15 min a temperatura ambiente. Luego, el liquido se vertié fuera de los pocillos y los
mismos se llenaron con 250 pl de tampdén de lavado y se descartd nuevamente el
liquido. Este paso de lavado se repitié dos veces.

En la siguiente etapa, se afiadieron 100 ul de las soluciones estandar y

muestras preparadas al fondo de cada pocillo, luego se mezclaron suavemente
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agitando la placa manualmente y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente
en oscuridad. Trascurrido este lapso, el paso de lavado se repitié tres veces. Luego,
100 pl de solucién de conjugado fue afiadida y se incubd nuevamente durante 15 min
a temperatura ambiente en oscuridad. Seguidamente, el paso de lavado se repiti6 tres
veces.

Posteriormente, se afiadieron 100 pl de solucién sustrato/cromégeno al pocillo
y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad. Luego se
afadieron 100 ul de solucién stop a cada pocillo, lo que conduce a la decoloracion
amarilla del cromogeno y se mezclé suavemente agitando la placa manualmente. La

lectura de las absorbancias se realizé como se describié en el CAPITULO I.

2.5. Analisis de calidad fisicoquimica e higiénico-sanitaria de la leche y

productos lacteos.

2.5.1. Leche
La determinacién de grasa y proteina se realiz6 utilizando el equipo MilkoScan
Minor (FOSS) por método infrarrojo segun ISO 9622 IDF 141:2013, acreditada por el
Organismo Argentino de Acreditacién (OAA) segun norma ISO 17025:2005. El pH se
midié por método potenciométrico, utilizando el autoanalizador automatico Titroline
Alpha Plus (SHOOT Instruments). La acidez se determind por titulacion manual, con

acidimetro (IRAM 14005-1:2006).

El Recuento de Células Somaticas (RCS) se determiné por método infrarrojo,
utilizando el equipo FOSSomatic (FOSS). El Recuento de Bacterias Totales (RBT) se
determiné por citometria de flujo, utilizando un equipo BactoScan (Bentley) (IDF,

1995).

2.5.2. Quesos
Se realizaron analisis de humedad, proteinas, materia grasa y pH a los quesos

elaborados en ambos ensayos.
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El porcentaje de humedad se determiné por secado de las muestras de
cuajada/queso en estufa a 102 + 2°C hasta pesada constante, de acuerdo a la
metodologia normalizada de la Federacion Internacional de Lecheria (IDF N® 4 A,
2004). El contenido de materia grasa en la cuajada/queso fue determinado por el
método butirométrico de Van Gulik (IDF N2 152 A, 1997), empleando un butirémetro
especifico para queso. El contenido de proteinas totales se determin6é mediante el
método de Kjeldahl, de acuerdo a la norma IDF N? 20 B (1993). Por ultimo, la
determinacion de pH en las muestras de cuajada/queso se realiz6 de acuerdo al

método estandar de la APHA (Bradley y col., 1993).

2.6. Determinacion de la tasa de transferencia de AFB; a AFM,
Para determinar la tasa de transferencia (TT), se utilizé la misma metodologia

descripta en el CAPITULO | mediante la siguiente férmula:

— Excrecién de AFM1 leche (ug/vaca)

AFB1 ingerida (ug/vaca)
Donde la excrecion de AFM; en la leche y la AFB; ingerida, se calculan como:

Excrecion (ug) = AFM1 leche (ug/l) * Produccion leche (I /vaca)

Ingesta AFB1 (ug) = AFB1 alimentos (%) * consumo de alimento (Kg/vaca)

2.7. Andlisis de aflatoxina M; en sueros procesado por tecnologia de

membranas, obtenido de PYMES lacteas de la cuenca lechera central.

Se obtuvieron muestras de suero, permeado y concentrado de proteinas de
suero de dos empresas PYMES lacteas de la cuenca lechera central que se dedican a
procesar suero de queseria mediante tecnologias de membranas de ultrafiltracién (UF)
y nanofiltracion (NF). El objetivo de este muestreo fue realizar un diagnéstico de AFM;

contenida en las fracciones de permeado y concentrado de proteinas de suero.
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En la empresa |, se realizaron 6 muestreos de pool de suero de queso: azul,
duro y semiduro procesado mediante membranas de UF. Se obtuvieron 6 muestras de
suero, 6 muestras de permeado y 6 muestras de concentrado de proteinas. En la
empresa |l, se realizaron 6 muestreos de suero proveniente de la elaboracién de
queso mozzarella procesado mediante membranas de NF. Se tomaron 6 muestras de
suero, 6 muestras de permeado y 6 muestras de concentrado de proteinas.

La tecnologia de membranas aplicada por la empresa | cuenta con dos etapas.
En la primera se realiza una nanofiltracién para eliminar agua y concentrar sélidos y en
la segunda una ultrafiltracion para concentrar proteinas. El volumen de suero
procesado es de 130.000 Its diarios. El equipo cuenta con 6 membranas de filtracion.
El caudal de entrada es de 3.500 lts/h y el caudal de salida es de 720 lts/h. En una
primera etapa el suero, que presenta un valor promedio de 6,4% de sélidos totales, es
filtrado por NF para lograr una concentracion del 18% de soélidos totales. Luego en una
segunda etapa es filtrado por UF donde se llega a una concentracion final de 27% de
solidos totales. La presion de trabajo fue de 2,6 bar a la entrada del equipo, en la
etapa NF fue 6,6 bar y en la etapa UF fue 7,2 bar. La temperatura de trabajo durante el
proceso de filtrado fue de 9,5°C. El tiempo total operacional del equipo fue de 12
horas.

Con respecto a la tecnologia aplicada por la empresa Il, realiza un proceso de
nanofiltracion para eliminar agua y concentrar sélidos. La planta procesa un volumen
de suero de 200.000 lts diarios en un equipo que cuenta con 20 membranas. El caudal
de entrada es de 12.500 lts/h y el caudal de salida es de 4.000 lIts/h. El suero, que
presenta un valor promedio de 6,7% de soélidos totales, es filtrado por las membranas
logrando una concentracion final de 18,2% de sdlidos totales. La presion total de
trabajo fue de 19,6 bar, la presién de entrada fue de 16,5-17,0 bar y la de salida 4,5
bar. La temperatura de trabajo fue de 14,5°C. El tiempo total operacional fue de 8

horas.

98



En todas las muestras de suero, permeado y concentrado de proteinas de
suero se analizé pH (método potenciométrico), acidez (por titulacién), grasa, proteinas
y solidos totales (método infrarrojo para suero, permeado y concentrado de proteinas
segun normas ISO 7208:2012, ISO 8968-3:2004 e I1SO 2920:2012 para grasa,
proteinas y ST, respectivamente), perfil nitrogenado: proteina total (PT), nitrégeno total
(NT), nitrogeno no caseinico (NNC) y caseina (AOAC, 1998 N° 976.05), perfil de
minerales: calcio (Ca), potasio (K), magnesio (Mg) y sodio (Na) (Absorcion Atdmica) y

fésforo (P) (método colorimétrico).

Ademas, en las muestras de suero se analizaron finos de caseina
(centrifugacion y secado a 102°C) y finos sedimentables (Cono de Imhoff). Todos los
andlisis mencionados fueron realizados en el Laboratorio de Calidad de Leche y

Agroindustria del INTA Rafaela.

2.8. Evaluacion del porcentaje de distribucion de AFM; en productos y
subproductos lacteos

La cantidad de AFM; en cada fraccion se calcul6 considerando la

concentracion de toxina ([AFM;]) y la masa (M) de la materia prima utilizada o el

producto obtenido en cada experimento.
AFM1 (ug) = [AFM1] (“g /x g) x M (Kg)

El porcentaje de distribucion de AFM; se calcul6 a partir de siguiente férmula:
Quesos:

o Distribucién — AFM1 queso (ug) % 100
o Distribucion = AFM1 queso + suero (ug)

Suero:

s Distribucion — AFM1 producto (ug) % 100
o Listribucton = AFM1 permeado + concentrado (ug)

Finalmente, se calcul6 el factor de concentracion (FC) en quesos:

_ AFM1 queso (ug/Kg)

= x 100
AFM1 leche (ug/Kg)
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2.9. Analisis estadistico

El efecto de las estaciones del afo, los dias en lactancia, la produccion de
leche, el recuento de células somaticas, el tamafno de particula (consideradas
variables independientes) sobre la concentracion de AFM; en la leche y en la tasa de
transferencia de AFB; (ambas variables de resultado) se evalu6 mediante modelos
lineales generalizados con distribucion Gamma como funcién de enlace. Este modelo
estadistico se seleccioné dado que las variables de resultado no se distribuyeron
normalmente. Los andlisis estadisticos se realizaron con el software InfoStat (Di

Rienzo et al., 2012).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Cuantificacion de la tasa de transferencia de aflatoxina M; durante la
elaboracion de quesos blandos y duros a partir de leche cruda contaminada

naturalmente

3.1.1. Alimentos

Durante el ano 2016, se analizaron 32 muestras de alimento y la prevalencia
general (numero de muestras con concentracién de aflatoxinas mayor al limite de
deteccién/numero total de muestras) para AFB; fue del 76%, con una media diaria de
AFB; en la dieta de 3,3 + 1,8 ug/kg de materia seca (Tabla 14). El consumo de materia
seca (MS) promedio fue de 23,87 * 1,8 kg de MS/vaca/dia.

La Unién Europea (UE) (Directiva 2002/32/CE) y el MERCOSUR (MERCOSUR
GMC/RES. N° 25/02) determinan un nivel maximo de 5 y 20 pg/kg de AFB, en los
alimentos para el ganado lechero, respectivamente. En este estudio, el 19% de los
alimentos ofrecidos al ganado lechero excedié el valor establecido por la UE, pero

ninguno de ellos el valor establecido por el MERCOSUR (Tabla 14).
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Tabla 14: Media (M) + desvio estandar (DE), minimo (Min.) y méaximo (Max.) niveles de
aflatoxina B4 (ug/kg) en diferentes estaciones y alimentos evaluados durante el afio 2016.

N¢ de Exceden elall’mite, n
Estacion N*de  \+DE  Min Max  muestras (%)
muestras positivas, n 20 ua/k 5 ua/k
(%) g/Kg ug/kg
Verano 9 29+12 08 52 8 (89) 0 (0) 1(11)
Otono 6 35+21 00 57 5 (83) 0 (0) 2 (33)
Invierno 8 41+18 19 76 8 (100) 0 (0) 2 (25)
Primavera 9 23+24 0,0 8,1 4 (44) 0 (0) 1 (11)
Alimentos
Pasturas 8 44+26 05 7,6 7 (87) 0 (0) 4 (50)
Balanceado 12 23+1,7 0,0 57 8 (67) 0 (0) 1(8)
PMR® 12 32+12 11 53 11 (92) 0 (0) 1(8)
Promedio 32 3,3+1,8 0 8,1 26 (76) 0 (0) 6 (19)

# Limite del MERCOSUR (20 pg/kg)/ Limite Unién Europea (5 pg/kg)
® PMR= Racion Parcialmente Mezclada

La concentracién de AFB; en los alimentos no se vio influenciada por las
estaciones del ano (P= 0,106), aunque las mayores concentraciones se obtuvieron en
los meses de otofio-invierno debido a los cambios que se realizan en las proporciones
de estos alimentos en la dieta, con una mayor participacion de PMR compuesta por
forrajes conservados y subproductos, en detrimento de las pasturas. Por otro lado, la
prevalencia de AFB; fue particularmente alta en la PMR, aunque las mayores

concentraciones se observaron en las pasturas.

3.1.2. Leche
Los niveles de AFM; en las 36 muestras de leche variaron entre 0,003 g/l y
0,064 pg/l con una media de 0,014 pg/l (Tabla 15).

Tabla 15: Media (M) + desvio estandar (DE), niveles minimos (Min.) y maximos (Max.) de
aflatoxina My (ug/l) en leche cruda por estacion climatica, durante el 2016.

NC de Muestras Exceden los limites
Estacion  ciras M + DE Min Max positivas, n, (%)*

n (%) 0,5 0,05 0,025

Verano 9 0,011+0,011 0,003 0,036 8 (89) 0(0) 1(11) 2(22)
Otofio 9 0,013+0,019 0,004 0,061 5 (55) 0(0) 1(11) 1(11)
Invierno 9 0,021+0,020 0,003 0,064 8 (89) 0(0) 1(11) 3(33)
Primavera 9 0,011+0,005 0,004 0,017 7 (78) 0(0) 0(0)  0(0)
Media 36 0,014+0,013 0,003 0,064 28 (78) 0(0)  3(8) 6(17)

? Limite MERCOSUR (0,5 ug/l)/Limite Unién Europea (0,05 pg/l leche fluida - 0,025 pg/l leche
infantil)

Veintiocho de las 36 muestras de leche (77,8%) tuvieron niveles detectables de
AFM;. De acuerdo con las regulaciones del MERCOSUR, no existen diferencias en los
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niveles de tolerancia de la leche fluida y los destinados a los lactantes. Sin embargo, la
Comisién Europea, teniendo en cuenta la mayor susceptibilidad de esta poblacion, fijé
la tolerancia a la leche infantil a la mitad del valor requerido para los adultos (0,025
pg/l) (Comision Europea 2004). Al respecto, el 8% y 17% de las muestras present6
concentraciones superiores a los limites establecidos por las regulaciones europeas
(0,05 pg/l para leche fluida y 0,025 pg/l para leche infantil), respectivamente (EC N®
1881/2006). Por el contrario, todas las muestras se encontrar6n por debajo de los
niveles establecidos por la legislacion del MERCOSUR (0,5 ug/l) (MERCOSUR
GMC/RES N° 25/02).

La presencia y concentracién de AFM; en la leche no estuvo influenciada por
las estaciones del afno (P= 0,325) aunque los mayores valores se detectan en los
meses de otofo-invierno, probablemente explicado por los cambios que ocurren en la
alimentacién de las vacas en ordefio, donde los forrajes conservados y los

subproductos se presentan en mayor proporcion.

3.1.3. Tasa de transferencia de AFB; de los alimentos a la leche
La tasa de transferencia promedio de AFB; a AFM; fue del 0,84% con una
variacion entre el 0,05% y el 5,93% (Tabla 16).

Tabla 16: Valores medios + desvio estdndar de la ingesta de aflatoxinas, produccion de leche y
tasa de transferencia por periodo de lactancia

Produccion de Ingesta Produccion  Concentracion Excrecion Tasa de
leche AFB; diaria AFM, enleche AFMj; enleche transferencia
(ug/dia) (I/dia) (ug/l) (ug/dia) % (rango)

0,88°
Alta (n=12) 66,08+27,5 34,12+9,7 0,016£0,02 0,484+0,43 (0,06 — 1,99)

: 1,09°
Media (n=12) 66,92426,0 30,5415,5 0,01540,02 0,514+0,63 (0,07 = 5,93)

. 0,56%
Baja (n=12) 67,50425,6 20,1515,7 0,011+0,01 0,239+0,22 (0,05 — 3,22)

Media 66,8 28,27 0,014 0,413 0,84
(rango) (15—-108) (13-49) (0,003 - 0,064) (0,039 —2,405) (0,05-5,93)

Referencias: ®° Los grupos con letras distintas difieren significativamente (P <0.05) por el
modelo lineal generalizado con gamma como funcién de enlace.

La ingesta de AFB; y la excrecién de AFM; para cada estado de lactancia se

resumen en la Tabla 16. Las concentraciones de AFM; en leche variaron entre 0,004-
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0,064 ug/l, 0,003-0,061 ug/l y 0,003-0,036 ug/l para las vacas de alta, media y baja
produccion, respectivamente. Teniendo en cuenta la cantidad de leche diaria
producida, el nivel promedio de AFM; en la leche de vaca individual fue de 0,413 pg
(minimo = 0,039 pg - maximo = 2,405 ug). La ingesta diaria media total de AFB, fue de

66,8 ug/dia (rango=15 ug a 108 ug).

3.1.4. Quesos blandos

La composicion de la leche utilizada para la elaboracién de quesos blandos se
describe en la Tabla 17. Estos valores estuvieron dentro de los requisitos establecidos
por el sistema de leche de referencia de Argentina (Resolucion 229 - E/2016).

El rendimiento de los mini-quesos (promedio * desvio estandar) fue de 10,31%
+ 1,38%, y los valores de pH, humedad, grasa y proteina total en base seca fueron
5,40 + 0,05, 48,99% + 1,15%, 51,23% * 2,91%, y 37,60% * 6,01%, respectivamente.
Teniendo en cuenta estos rangos, de acuerdo con el Codigo Alimentario Argentino, los

quesos obtenidos se clasifican como grasos, de alta humedad o pasta blanda.

Tabla 17: Composicidn de la leche utilizada para elaborar los mini-quesos

Alta Media Baja

Items produccion produccién produccion

(n=12) (n=12) (n=12)
Grasa (%)’ 3,19 +£0,20% 3,71 +£0,23% 3,65 +0,23%
Proteina (%)’ 3,21 +0,09% 3,46 +0,09° 3,59 +0,09°
pH' 6,73 +0,06* 6,72 + 0,05% 6,73 + 0,06
Acidez (°D)’ 17,33 £0,36° 17,08 +0,36° 16,58 +0,35°

Células Somaticas (x1000 cel./ml)’ 81 + 139° 101 + 1052 107 + 94°
Bacterias Totales (Log ufc/ml)’ 4,62 +0,29° 463+0,29% 427+0,27°

Referencias: *° Grupos con letras distintas difieren significativamente (P < 0,05).
'Modelos Lineales Generalizados con gamma como funcién de enlace.

La leche utilizada para los ensayos de produccion de queso present6 valores
de concentracion natural de AFM; de 0,016, 0,015y 0,011 pg/l. Se detecté AFM; en 19
(52,8%) de las 36 muestras de queso analizadas, donde solo una de las muestras de
queso superd el nivel maximo aceptable establecido por los paises de la Comunidad
Europea que regulan la AFM; en los quesos (> 0,25 pg/kg). De igual manera, sélo una

de las muestras de suero present6 valores de AFM; superiores a 0,05 ug/I.
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La Tabla 18 muestra la distribucion de AFM; en queso y suero durante la

produccion de queso a partir de la leche contaminada naturalmente con AFM;.

Tabla 18: Distribucion de AFM; en leche, suero y queso, para el método de produccion de
Queso Cremoso Argentino.

e S —
Produccion — \\ oo Cantidad AFM, % d deedpl‘sFt'r\l/lbuamon
de leche (mlor g) (ug/l, kg) Total masa (ug) !
Alta Leche 1000 0,01607 0,01607
(n=12) Suero 851 0,01289 0,01097 56,9
B Queso 107 0,07768 0,00831 43,1
® Factor de concentracién en queso = 4,8
Leche 1000 0,01564 0,01564
Media Suero 850 0,01283 0,01090 58,1
(n=12) Queso 107 0,07349 0,00786 41,9
Factor de concentracién en queso = 4,7
Baja Leche 1000 0,01094 0,01094
(n=12) Suero 848 0,00877 0,00744 56,7
Queso 107 0,05312 0,00568 43,3
Factor de concentracidén en queso = 4,8
Leche 1000 0,01422 0,01422
Promedio Suero 849 0,01150 0,00976 57,2
(n=36) Queso 107 0,06825 0,00730 42,8

Factor de concentracién en queso = 4,8

? [(Total de masa de AFM; (ug) en suero o queso) * 100 / (AFM; en queso + suero)]
Concentracién de AFM; en queso sobre leche

¢ Limite para leche (0,5 ug/l) establecido por MERCOSUR. Limites para leche y suero (0,05 pg/l),

respectivamente) y queso (>0,25 ug/kg) establecidos por Unién Europea.

En las muestras de suero, los niveles de AFM; fueron entre 56% y 58% de la
cantidad total de la toxina presente en la leche contaminada naturalmente,
encontrandose el porcentaje restante en los quesos.

Con respecto al factor de concentracion AFM; de la leche al queso, la
concentracion de AFM; resulté ser mas alta en queso en comparaciéon con la leche
original. El nivel de AFM; resulté ser en promedio, 4,8 veces mayor en quesos blandos

en comparacién con la leche utilizada para su fabricacion.

3.1.5. Quesos duros
La composicién de la leche utilizada para la elaboracién de quesos duros se
describe en la Tabla 19. Estos valores estuvieron dentro de los requisitos establecidos

por el sistema de leche de referencia de Argentina (Resolucion 229 - E/2016).
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El rendimiento promedio de los quesos duros fue de 7,06% + 0,46% vy los
valores (promedio + desvio estandar) de pH, humedad, grasa y proteina total en base
seca fueron 5,18 + 0,04, 31,02% * 0,64%, 47,72% * 0,67%, y 40,86% + 1,57%,
respectivamente. Teniendo en cuenta estos rangos, de acuerdo con el Cédigo
Alimentario Argentino, los quesos obtenidos se clasifican como semi-grasos, de baja

humedad o pasta dura.

Tabla 19: Composicién de la leche utilizada para elaborar quesos duros
Elaboracion 1  Elaboracion 2 Elaboracion

ltems (n=3) (n=3) 3 (n=3)
Grasa (%)’ 3,45 + 0,20 3,67+£0,33 3,60 £ 0,09
Proteina (%)1 2,99 + 0,21 3,23 +0,10 3,25+0,17
pH1 6,85+0,13 6,82 £ 0,10 6,80 £ 0,14
Acidez (°D)1 13,67 £ 2,31 15,00 £ 1,00 15,00 £ 1,73
Células Somaticas (x1000 cel./ml)’ 90,81 +123° 115 + 98° 150 + 82°
Bacterias Totales (Log ufc/ml)’ 4,80 + 0,25% 471+027% 462+0,25°

Referencias: RCS: Recuento de Células Somaticas; RBT: Recuento de Bacterias Totales.
3¢ Grupos con letras distintas difieren significativamente (P < 0,05).
'Modelos Lineales Generalizados con gamma como funcion de enlace.

La leche utilizada para los ensayos de produccién de queso tenia un valor
promedio de concentracion natural de AFM; de 0,005 pg/l. Se detecté AFM; en ocho
(89%) de las 9 muestras de queso analizadas, aunque las mismas estuvieron dentro
del nivel maximo aceptable establecido por los paises de la Comunidad Europea que
regulan la AFM; en los quesos (>0,25 pg/kg). Del mismo modo, ninguna de las
muestras de suero presenté valores de AFM; superiores a 0,05 ug/l.

La Tabla 20 muestra la distribucion de AFM; en queso y suero durante la
produccion de queso a partir de leche contaminada naturalmente.

En las muestras de suero, los niveles de AFM; fueron entre 72% y 75% de la
cantidad total de la toxina presente en la leche contaminada naturalmente,
encontrandose el porcentaje restante en los quesos.

La concentracién de AFM; resulté ser mas alta en queso en comparacién con
la leche original. El nivel de AFM; fue, en promedio, 11,8 veces mayor en quesos

duros en comparacion con la leche utilizada para su fabricacion.
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Tabla 20: Distribucion de AFM; en leche, suero y queso, para el método de produccion de
Queso Reggianito Argentino.

Produccion Muest Cantidad AFM; ¢ % de distribucién
de leche uestras o kg) (ug/l,kg)  Total masa (ug) de AFM, 2
Leche 165 0,0053 0,8750
Elaboracion 1 Suero 160 0,0049 0,7917 75,4
(n=3) Queso 3,67 0,0704 0,2583 24,6
® Factor de concentracién en queso = 13,3
Leche 151 0,0054 0,8150
Elaboracion 2 Suero 139 0,0052 0,7208 73,7
(n=3) Queso 3,85 0,0668 0,2572 26,3
Factor de concentracién en queso = 12,4
Leche 131 0,0039 0,5110
Elaboracion 3 Suero 122 0,0036 0,4446 72,5
(n=3) Queso 4,31 0,0391 0,1686 27,5
Factor de concentracién en queso = 10,0
Leche 149 0,0049 0,7301
Promedio Suero 139 0,0047 0,6482 74
(n=9) Queso 3,94 0,0578 0,2278 26

Factor de concentracién en queso = 11,8

2 [(Total de masa de AFM1(ug) en suero o queso) * 100 / (AFM; en queso + suero)]

® Concentracion de AFM; en queso sobre leche

¢ Limite para leche (0,5 ug/l) establecido por MERCOSUR. Limites para leche y suero (0,05 ug/l),
respectivamente) y queso (>0,25 ug/kg) establecidos por Unién Europea.

Los resultados de varias investigaciones sobre la estabilidad de AFM; durante
la elaboracion y maduracion del queso indican que el nivel de AFM, en el queso es
funcién de diferentes factores, que incluyen: tipo de queso, estrategias tecnoldgicas
adoptadas en el proceso de fabricacién, cantidad de agua eliminada durante el
procesamiento, pH de salmuera saturada, tamafo de corte, temperatura de cuajado,
tiempo de prensado, grado de contaminacion de la leche, diferencias en la calidad de
la leche y también de los métodos analiticos empleados en la cuantificacién (van
Egmond et al.,, 1977; Brackett y Marth, 1982a,b,c; Galvano et al., 1996; Oruc et al.,
2006; Deveci 2007; Kamkar et al., 2008; Sengun et al., 2008; Ardic et al., 2009;
Mohammadi et al., 2009; Fernandes et al., 2012; Motawee, 2013).

En este estudio, independientemente del tipo de queso, la concentracién de
AFM; resultdé ser mas alta en el queso en comparaciéon con la leche original, en
consecuencia, la concentracion de AFM; en el suero fue proporcionalmente menor.
Considerando el tipo de queso, los de tipo duro resultaron tener mayores
concentraciones de AFM; que los quesos blandos respecto a la leche con la cual

fueron elaborados. Esto sugiere que el factor responsable del nivel de concentracién
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de AFM; de la leche al queso estda mas relacionado con la pérdida de humedad
durante el procesamiento que con la tecnologia de fabricacion del queso, coincidiendo
con lo reportado por la bibliografia (Cavallarin et al., 2014).

Algunos investigadores explican que las concentraciones de AFM; son 3-16
veces mayores en el queso que en la leche (Ardic et al, 2009). Brackett y Marth
(1982c) elaboraron quesos parmesano y mozzarella con leche naturalmente
contaminada con AFM;. El parmesano presenté un nivel de AFM; de 5,8 veces
superior en comparacién con la leche inicial naturalmente contaminada, mientras que
en el queso mozzarella se observé un aumento en la concentracion de la micotoxina
de 8,1 veces. En otros estudios también se ha informado que la concentracién de
AFM; es aproximadamente tres veces mayor en quesos blandos y cinco veces mayor
en quesos duros en comparacion con la leche utilizada en la fabricacién (Bakirci 2001;
Deveci 2007; Kamkar et al., 2008; Prandini et al., 2009).

La afinidad de AFM; por la caseina podria mencionarse como una razén para
aumentar la concentracidn AFM; en el queso. Brackett y Marth (1982a) estudiaron el
proceso de unién de AFM; a la caseina utilizando dialisis de equilibrio y observaron
que las suspensiones de caseina tenian 2,5 y 2,9 veces mas toxina cuando se
dializaban con 10 o 20 ng/ml de AFM;, respectivamente. Ardic et al. (2009)
concluyeron que el queso es una fuente potencial de AFM; en comparacién con otros
productos lacteos porque esta toxina estd asociada a la fraccién de caseina (que se
concentra en el queso). Ademas, esta toxina es quimicamente un componente soluble
en agua vy, por lo tanto, su alta concentracién en los quesos puede deberse a la
afinidad con la parte hidréfila de la molécula de caseina (Dosako et al., 1980).

Por otro lado, las proteinas del suero son altamente susceptibles a la
desnaturalizacién inducida por el calor, lo que significa que los tratamientos térmicos
provocan una alteracién significativa de las estructuras secundarias y las interacciones
entre proteinas lacteas. Consecuentemente, cuando se exponen a altas temperaturas,
las proteinas del suero pueden mostrar grupos reactivos capaces de interactuar con
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otros componentes, como puede ser con la AFM;. Esto también podria explicar por
qué durante la fabricacidon de queso, cuando las proteinas de suero estan en un
estado nativo, AFM; no parece reaccionar con ellas y prefiere hacerlo con la caseina,
para la cual la afinidad es probablemente mayor en esas condiciones (Cattaneo et al.,
2013).

Cuando la leche utilizada para la fabricacién de queso esta contaminada con
AFM;, esta toxina se transfiere al queso y al suero (Kiermier y Buchner, 1977; Van
Egmond et al., 1977). Se han realizado varios estudios sobre el destino de AFM; en
diferentes tipos de quesos, los cuales reportan una amplia gama de distribucién de
AFM; entre el queso y el suero (Galvano et al., 1996). En este estudio, la distribucion
de AFM; fue de 42,8% y 57,2% para quesos blandos y, 26% y 74% para quesos duros
en el queso y suero, respectivamente. En ambos casos fue evidente que la parte
principal de AFM; (en promedio el 65%) se perdi6 en la porcion liquida (suero)
mientras que solo el 35% permanecié en los quesos. Esto coincide con Fernandes et
al. (2012), donde evaluaron la transferencia de AFM; de la leche al queso Minas
Frescal, el queso mas popular que se consume en Brasil, encontrando variaciones del
30,6% al 42,3%. Lopez et al. (2001) estudiaron la distribucién de AFM; en queso
fresco producido en Argentina utilizando leche artificialmente contaminada con AFM;
(a niveles de 1,7-2,0 ng/ml), encontrando valores del 40% y 60% en el queso y suero,
respectivamente, en comparacién con la leche original.

Brackett y Marth (1982b) produjeron queso cheddar con leche naturalmente
contaminada con AFM; y observaron un aumento de 4,3 veces en la concentracion de
AFM; en la cuajada, lo que demuestra que aproximadamente el 45% de la toxina total
permanecié en el producto final. Oruc et al. (2007) demostrd que las concentraciones
de AFM; en la cuajada eran 2,9, 3,2 y 3,4 veces mayores en comparacion con las de
la leche (50, 250 y 750 ng/l AFM;, respectivamente). La distribucion de AFM; fue 40-

46% en la cuajada y 53-58% en suero.
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Una investigacién llevada a cabo por Cavallarin et al. (2014) siguiendo tres
métodos tradicionales de produccion de queso italiano, encontré que en el método de
produccion Robiola, los niveles de AFM; en suero variaron entre 30% y 65% de la
cantidad total de la toxina presente en la leche, mientras que Primosale y Maccagno,
que comparten el mismo procedimiento de fabricacion de queso basado en cuajo,
mostré un mayor porcentaje de particibn de AFM; al suero (60-82,7%). Los quesos
frescos mostraron un factor de concentracion de 1,43 y 2,20 para Primosale y Robiola,
respectivamente, mientras que el queso duro Maccagno mostré un valor de 6,71. Este
estudio, ademas afirma que aquellos quesos en los que el pH después de la sinéresis
era de alrededor de 4,50, mostraron un porcentaje de particion de AFM; menor al
suero que aquellos que tenian un pH de 6 (Cavallarin et al., 2014). En estudios previos
(Barbiroli et al., 2007) se encontrd6 que la accién combinada de calor y pH bajo
utilizado para la produccién de queso Ricotta alteraron la estructura de las proteinas
de suero hasta un punto en el que pierden la capacidad de uniéon con la AFM;,
mostrando una menor concentracion de la micotoxina en el suero. Tanto en la
elaboracion de los quesos Cremoso Argentino'y Reggianito Argentino, el pH del suero
después de la sinéresis, fue en promedio de 6,6 y 6,3, respectivamente. Por lo tanto,
las proteinas solubles (punto isoeléctrico: 4,8) no perdieron su afinidad por AFM;, lo

que podria explicar el mayor porcentaje de particion de AFM; en suero.

3.2. Cuantificacion de la tasa de transferencia de aflatoxina M, durante la
elaboracion de leche en polvo a partir de leche cruda contaminada

naturalmente

3.2.1. Alimentos
Durante el afio 2017, se analizaron 34 muestras de alimento y la prevalencia de
AFB; fue del 76%, con una media diaria de AFB, en la dieta de 2,8 + 1,7 ug/kg de

materia seca (Tabla 21). El 15% de los alimentos ofrecidos al ganado lechero excedi6
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el valor establecido por la UE (5 pg/kg) y ninguno excedié el valor establecido por el

MERCOSUR (20 ug/kg) para AFB; en la alimentacion del ganado lechero.

Tabla 21: Media (M) + desvio estandar (DE), minimo (Min.) y méaximo (Max.) niveles de
aflatoxina B4 (ug/kg) en diferentes estaciones y alimentos evaluados durante el afio 2017.

N¢ de Exceden elall’mite, n
o o
Estacion N 9®  M+DE Min Max prg;teij;rfsn (%)
(%) ’ 20 ug/kg 5 ug/kg
Verano 8 27+1,8 0 6 6 (67) 0 (0) 1(12)
Otofo 9 1,9+19 0 6,2 6 (67) 0 (0) 1(12)
Invierno 8 41+18 19 76 8 (100) 0 (0) 2 (25)
Primavera 9 23124 0 8,1 4 (44) 0(0) 1(12)
Alimentos
Pasturas 10 43+27 05 81 7 (87) 0 (0) 5 (50)
Balanceado 12 1,4+1,3 0 4 8 (67) 0 (0) 0 (0)
PMR® 12 27+1,1 04 41 11 (92) 0 (0) 0 (0)
Promedio 34 2,8 +1,7 0 8,1 26 (76) 0(0) 5 (15)

& Limite del MERCOSUR (20 pg/kg)/ Limite Unién Europea (5 pg/kg)
® PMR= Racién Parcialmente Mezclada

La concentracion de AFB; en los alimentos no estuvo influenciada por las
estaciones del afo (P= 0,883), aunque las mayores concentraciones se observaron,
por un lado, en el invierno probablemente debido al mayor consumo de PMR y por el
otro, en verano debido a que el porcentaje de pasturas se incrementa en la dieta y
estas presentaron altas concentraciones de AFB;. Por otro lado, la prevalencia fue

particularmente alta en la PMR.

3.2.2. Leche
La prevalencia de AFM; en la leche cruda fue del 81%. Los niveles de AFM, en
las 36 muestras de leche variaron de 0,003 g/l a 0,064 ug/l con una media de 0,014
Mg/l (Tabla 22). Ninguna de las muestras mostro niveles de AFM; por encima del limite
de seguridad establecido por el MERCOSUR (0,5 ug/l). Sin embargo, si se consideran
los requisitos de la Unién Europea, un bajo porcentaje de muestras (3%) excedid el
limite para leche fluida (0,05 ug/l), mientras que el 14% de las muestras excedio el

limite para leche infantil (0,025 pg/l).
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Tabla 22: Media (M) * desvio estandar (DE), niveles minimos (Min.) y maximos (Max.) de
aflatoxina My (ug/l) en leche cruda por estacion climatica, durante el 2017.

Ne de Muestras Exceden Iosall'mites
Estacién muestras M + DE Min Max positivas, n, (%)

n (%) 0,5 0,05 0,025

Verano 9 0,011+0,008 0,003 0,025 6 (67) 0(0) 0(0) 1(11)
Otofo 9 0,012+0,010 0,004 0,036 8 (89) 0(0) 0(0) 1(11)
Invierno 9 0,021+0,020 0,003 0,064 8 (89) 00) 1(11) 1(11)
Primavera 9 0,011+0,005 0,004 0,017 7 (78) 0(0) 0(0) 2(22)
Media 36 0,014+0,011 0,003 0,064 29 (81) 00) 1(3) 5(14)

# Limite MERCOSUR (0,5 pg/l)/Limite Uni6n Europea (0,05 pg/l leche fluida- 0,025 ug/l leche
infantil)

Al igual que en el ensayo de quesos, las estaciones del afo (P= 0,476) no se
asociaron con concentraciéon de AFM; en la leche, aunque los mayores valores se

detectaron en los meses de otono-invierno.

3.2.3. Tasa de transferencia de AFB; de los alimentos a la leche

La tasa de transferencia promedio de AFB; fue de 0,84% con una variacion de
0,05% a 3,22% (Tabla 23).

La produccién de leche de cada vaca se registré diariamente, con una media
de 30,92 £ 9,7 I/dia. Aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas,
las vacas de lactancia temprana (<90 dias) y lactancia media (entre 90 y 150 dias),
mostraron las mayores producciones de leche (>30 l/dia) y una mayor tasa de
transferencia que las vacas de lactancia tardia (>150 dias), cuando la produccién de
leche decae de forma natural (<30 I/dia).

La ingesta de AFB; y la excrecién de AFM; para cada estado de lactancia se
resumen en la Tabla 23. Las concentraciones de AFM; variaron entre 0,004-0,064 pg/I,
0,004-0,036 g/l y 0,003-0,022 ug/l para las vacas de alta, media y baja produccion,
respectivamente. Teniendo en cuenta la cantidad de leche diaria producida, el nivel
promedio de AFM; en la leche de vaca individual fue de 0,406 ug (minimo=0,039 pg -

maximo=1,275 ug).
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Tabla 23: Valores medios + desvio estandar de la ingesta de aflatoxinas, produccion de leche y
tasa de transferencia por periodo de lactancia

Produccion de Ingesta Produgcién Concentracion Excrecién Tasa de .
leche AFB; diaria AFM; enleche AFM,; enleche transferencia

(pg/dia) (I/dia) (ng/l) (Mg/dia) % (rango)

Alta (n=12) 59,83+25 39,0148 0,017+0,02 0,66+0,40 1,11+0,69%

Media (n=12) 57,92+29 30,6248 0,015+0,01 0,46+0,21 0,79+0,66°

Baja (n=12) 56,83+22 23,1346 0,010+0,01 0,23+0,18 0,41+0,67°

Media 58,19 30,92 0,014 0,406 0,90

(rango) (20-117) (13-49) (0,003 - 0,064) (0,039 —1,275) (0,05-3,22)

Referencias: ®° Los grupos con letras distintas difieren significativamente (P <0.05) por el
modelo lineal generalizado con gamma como funcién de enlace.

3.2.4. Leche concentrada y en polvo

La leche desnatada en polvo producida a partir de leche de vaca en diferentes
etapas de la lactancia, contaminada naturalmente con AFM;, y los efectos de las
etapas del proceso (concentracion y secado spray) sobre los contenidos de AFM; se

presentan en la Tabla 24.

Tabla 24: Contenido total de Aflatoxin M; (AFM;) en muestras de leche cruda, leche
concentrada y en polvo naturalmente contaminadas.

Produccion . AFM, 2 o
de leche Muestras Ciﬁgt;?;d (ug/kg) Total((:;; )m asa A/‘;:ﬁ/ﬁ
Alta Leche 0,529 0,017 0,0089 100
(n=12) Leche concentrada 0,195 0,021 0,0041 46
Leche en polvo 0,021 0,015 0,0003° 3,5
Media Leche 0,547 0,014 0,0077 100
(n=12) Leche concentrada 0,204 0,022 0,0045 58,4
Leche en polvo 0,026 0,012 0,0003° 4,0
Baja Leche 0,524 0,010 0,0052 100
(n=12) Leche concentrada 0,208 0,014 0,0029 55,8
- Leche en polvo 0,025 0,011 0,0003* 5,8
Promedio Leche 0,533 0,014 0,0073 100
(n=36) Leche concentrada 0,202 0,019 0,0038 52
Leche en polvo 0,024 0,012 0,0003 4.1

% Valores medios
¢ Grupos con letras distintas difieren significativamente (P<0,05) por Modelos Lineales
Generalizados con gamma como funcién de enlace.

Las leches desnatadas tenian un contenido total de AFM; de 0,0089, 0,0077 y
0,0052 ug para alta, media y baja produccion, respectivamente. El proceso de
concentracion disminuy6 el contenido de AFM; a una tasa de 54%, 41,6% y 44,2%

para las vacas de alta, media y baja produccion de leche, respectivamente. Los niveles
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de AFM; en leche concentrada disminuyeron a 0,0041, 0,0045 y 0,0029 ug,
respectivamente, de aquellos inicialmente presentes en la leche (Tabla 24).

Se han informado datos contrastantes sobre la influencia del proceso de
concentracion de la leche sobre el contenido de AFM;. Algunos autores informan que
no hay variaciones en el contenido de AFM; (Van Egmond et al., 1977), mientras que
otros autores observaron reducciones del 64% (Purchase et al., 1972) y del 60% al
75% después del proceso de concentracién de la leche (Applebaum, et al., 1982a).
Estudios mas recientes observaron una reduccién del 35%-40% en el nivel de AFM;
en muestras de leche desnatada pasteurizadas como resultado del proceso de
concentracion (Deveci y Sezgin, 2006). Estos resultados podrian deberse a la
eliminacion de agua que se realiza mediante este proceso donde la aflatoxina podria
perderse con la misma, al ser un compuesto hidrosoluble.

Cuando se seco la leche concentrada, el contenido total de AFM; se redujo a 0,
0003 pg en leche de vacas tanto de lactancia temprana como en lactancia tardia. Esto
indicé una pérdida de AFM; del 92,7%, 93,3% y 89,6%, respectivamente, aunque
estas pérdidas no fueron estadisticamente significativas (P <0,05) entre los periodos
de lactancia.

El tratamiento térmico es posiblemente la principal causa de la reduccion de
AFM; durante el proceso de secado, no debido al tratamiento térmico en si ya que
AFM; es termoestable, sino porque puede generar la descomposicion de las proteinas
de la leche y la solubilidad de las sales y, consecuentemente, las interacciones
hidrofilicas entre AFM; y caseina cambian (Deveci y Sezgin, 2006).

En promedio, el secado spray redujo en aproximadamente el 96% del
contenido de AFM; de la leche naturalmente contaminada. En Argentina no hay
estudios sobre cédmo el secado de la leche afecta la estabilidad de la AFM; y en el
mundo este tipo de estudios es limitado. Compra et al. (1997) observé una reduccién
del 86,5% en la leche secada mediante secado spray. A pesar de esto, una revisién de
Galvano et al. (1996) inform6 que algunos autores no encontraron una reduccién en la
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toxicidad de AFM; en respuesta al proceso de secado, mientras que otros
investigadores observaron reducciones en el rango de 60% a 75% segun la
concentracion inicial de AFM; en la leche. Estudios mas recientes en leche desnatada
en polvo fueron producidos a partir de leche de vaca contaminada artificialmente con
AFM; a dos niveles diferentes, 1,5 y 3,5 ug/l, reportando pérdidas de 40% y 35% en
leche concentrada y 68% y 59% en leche en polvo, respectivamente (Deveci y Sezgin,
2006).

La regulacién de EE.UU. ha establecido un limite de 0,5 pg/kg para AFM, en
leche y productos lacteos, incluida la leche en polvo (Stoloff et al., 1991). Sin embargo,
la Comunidad Europea y el Codex Alimentarius han fijado el limite en un maximo de
0,05 pg/kg de AFM; en leche liquida y productos lacteos secos o procesados
(Comision del Codex Alimentarius, 2001; Reglamento de la Comision Europea, 2001).
Por su parte, el MERCOSUR establecié un limite de 5 ug/kg para la leche en polvo
(MERCOSUR/GMC, 2002). Segun los resultados obtenidos en este estudio (Tabla 24),
ninguna muestra de leche en polvo excedido los limites establecidos en las
regulaciones mencionadas.

Para concluir, podemos mencionar que la prevalencia total de AFB; en los
alimentos analizados durante ambos estudios (periodo 2016-2017) fue similar a la
informada por Signorini et al. (2012) en las dietas de ganado lechero en
establecimientos ubicados en la misma regidén de produccidén lechera de Argentina,
con una prevalencia general de AFB; de 78,9%. No obstante, el nivel promedio de
AFB; en las dietas de ganado lechero fue mayor que el encontrado en este estudio
(4,7 yg/kg), asi como también el porcentaje de muestras que excedieron los limites
establecidos por las regulaciones internacionales. Las diferentes condiciones

climaticas de los afos de estudio podrian ser la causa que explica estas diferencias.

La prevalencia promedio de AFM; en leche de ambos estudios, fue del 79,4%.

Estudios previos realizados en la regién lechera central de Argentina (Costamagna et
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al., 2013; Michlig et al., 2016) reportaron prevalencias de 4 y 38,8% en muestras de
leche de tanque, respectivamente. Los mayores valores encontrados en este trabajo
pueden deberse a las diferentes fuentes de muestreo (leche de vaca individual vs.
leche de tanque). En estos estudios, las muestras fueron tomadas desde el tanque de
frio de cada tambo (almacenamiento de leche de dos ordefos diarios de todas las
vacas en lactancia), situaciéon que podria generar un efecto de dilucion de micotoxinas
en la leche y, como consecuencia, presentar concentraciones mas bajas. Sin
embargo, en todos los estudios, las concentraciones de AFM, estaban por debajo de

los niveles maximos tolerables establecidos por la legislacion del MERCOSUR.

3.3. Factores de riesgo que impactan sobre las concentraciones de AFM,; en

leche y en la tasa de transferencia

La concentracion de AFM; en la leche durante los dos afios de muestreo, no
estuvo influenciada por las estaciones del afio (P= 0,325) ni por los dias en la lactancia
de las vacas (P= 0,130). De manera similar, tanto el nivel de produccién de leche
individual (P= 0,514) como el estado de salud de la glandula mamaria (medido como
recuento de células somaticas) (P= 0,896) no se asociaron con la concentracién de
esta micotoxina. Por otro lado, la cantidad consumida de PMR (P= 0,285), pasturas
(P=0,118) y concentrado (P=0,758) no se asocid con los niveles de AFM; en la leche.

Estos resultados son opuestos a los reportados por Signorini et al. (2012) y
pueden deberse al sistema evaluado en este estudio, donde la composicion de la dieta
es estable a lo largo del afio, especialmente en alimentos como silajes, productos y
subproductos de la agroindustria (ingredientes muy susceptibles a hongos
micotoxigénicos), contrariamente a lo informado por Signorini et al. (2012) donde los
establecimientos evaluados tenian una composicion de la dieta mas diferenciada entre
estaciones climaticas, con una mayor proporcion de forrajes conservados y

subproductos en otofio-invierno debido al déficit de pasturas en esa temporada.
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En ambos anos, la tasa de transferencia de AFB; a AFM; en la leche no se vio
afectada por la produccion individual de leche (P= 0,237), la etapa de lactancia de las
vacas (P= 0,298), ni por el recuento de células somaticas en la leche (P= 0,864). Sin
embargo, cuando se consideré la produccion de leche individual, independientemente
de los dias de lactancia, la tasa de transferencia se vio afectada (P= 0,001).

Durante el afo 2016, la tasa de transferencia fue en promedio de 1,21% (rango
0,23% - 5,93%) en vacas de alta produccién (>28,5 I/dia) mientras que vacas de baja
produccion (<28,5 l/dia) presentaron una tasa de transferencia promedio de 0,48%
(rango 0,05% - 2,12%). De manera similar en 2017, las vacas de alta produccién de
leche (>30 l/dia) presentaron una mayor tasa de transferencia (1,8%) que las vacas de
menor produccién de leche (<30 l/dia), con tasas de transferencia promedio de 0,90%.

Por otro lado, la variabilidad observada en la transferencia de AFM; entre
animales se ha relacionado con varios factores, entre ellos la salud de la ubre,
expresada como un alto recuento de células somaticas, las diferencias en la actividad
de degradacion del rumen y en el sistema enzimatico de oxidacion de AFB; (Price et
al., 1985; Munksgaard et al., 1987; Veldman et al., 1992; Masoero et al., 2007; Fink-
Gremmels, 2008).

En este estudio, el recuento de células sométicas de la leche no estuvo
asociado a la tasa de transferencia. Esto puede deberse al bajo recuento de células
somaticas observado en la leche muestreada para realizar las elaboraciones de
quesos durante el afio 2016 (promedio de 96.000 cel./ml de leche para queso blando y
119.000 cel./ml en leche para queso duro) y de leche en polvo durante el 2017
(promedio de 111.600 cel./ml). La falta de variabilidad en los datos obtenidos de
células somaticas en este estudio, imposibilitaron corroborar dichas afirmaciones.

El tamario de particula de la PMR retenido en la bandeja superior del separador
(particulas mayores de 1,9 cm que proporcionan la fibra efectiva), fue otra variable que
se relacion6 con la concentracion de AFM; en la leche y la tasa de transferencia. Se
recomienda que el 8% del material permanezca retenido en la bandeja superior, dado
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que este valor indicaria que el animal tiene suficiente fibra efectiva en la dieta y de un
tamano adecuado para el correcto funcionamiento del rumen (Giordano et al., 2010).

Durante el afno 2016 se observé que el tamano de particula de la PMR retenido
en la bandeja superior del separador se asocid con la concentracion de AFM; en la
leche (P=0,010) y la tasa de transferencia (P= 0,030). En dietas en las que el tamafo
de particula en la bandeja superior del separador excedi6 el 8% del material que debia
retenerse presentd una mayor concentracion de AFM; (0,0164 ug/l) y tasa de
transferencia (0,61%) que en la PMR en la que el tamano de muestra fue ideal,
cercano al 8% (0,0075 ug/l y 0,34%, respectivamente). Por el contrario, durante el
2017, ésta variable no se asocié con la concentracién de AFM; en la leche (P= 0,657)
y la tasa de transferencia (P=0,141).

La diferencia mencionada, puede explicarse debido a la implementacién de
practicas de manejo tendientes a mejorar la calidad de la fibra ofrecida a las vacas en
lactancia. Esta medida incorporada tuvo un gran impacto en las tasas de transferencia
obtenidas en los distintos afos de estudio. Durante el primer ano, 9 de las 12 (75%)
PMR ofrecidas a las vacas lecheras, no cumplieron con el tamafno de particula ideal
obteniéndose tasas de transferencias altas (rango: 0,05% a 5,93%), mientras que
durante el segundo ano de evaluacion, solo de 16% de las PMR ofrecidas tenian un
tamano de particula fuera del ideal. Esto se vio reflejado en una reduccidén a casi la
mitad de la tasa de transferencia (rango: 0,05% a 3,22%).

El rumen tiene cierta capacidad natural para desintoxicar las aflatoxinas, pero
esta capacidad depende de las caracteristicas del rumen (pH y permanencia del
alimento en el rumen) (Diaz et al., 2004). Una longitud de particula adecuada en la
racién (8% del material retenido en la bandeja superior del separador) permite una
funcién del rumen adecuada (Heinrichs y Kononoff, 2002). Cuando este porcentaje es
mayor, hay un exceso de fibra efectiva en la dieta por falta de homogeneidad en el

alimento, lo que lleva a las vacas a seleccionar particulas de menor tamafo que pasan
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rapidamente por el rumen acortando el tiempo de permanencia del alimento, lo que
evita que las bacterias degraden las micotoxinas (Moschini et al., 2006).

La incorporacion de menor cantidad de fibra efectiva afecta el equilibrio ruminal
por fluctuaciones del pH, lo que resulta en tasas de crecimiento mas bajas de algunos
grupos bacterianos identificados en el procesamiento y desintoxicacion de micotoxinas
(Jouany y Diaz, 2005). Estas situaciones podrian aumentar la tasa de transferencia de
aflatoxinas a la leche y por consiguiente su concentracion.

La ingesta diaria media total de AFB; fue de 66,8 ug/dia durante el 2016 y 58,2
pg/dia durante el 2017 y afecto la tasa de transferencia en ambos casos (P= 0,001).
Aquellos establecimientos que tenian un consumo menor a la media, presentaron
tasas de transferencias de 1,99% y 0,92% durante el 2016 y 2017, respectivamente,
respecto a aquellos tambos en los cuales el consumo fue superior a la media (3,22% y
1,6% durante el 2016 y 2017, respectivamente).

La tasa de transferencia hallada en este estudio durante el periodo 2016-2017,
al igual que los factores asociados a la misma, coincidieron con lo reportado por la
bibliografia. Creppy (2002) inform6 que aproximadamente 0,3% a 6,2% de la AFB;
total ingerida por los animales se transforman generalmente en AFM; en la leche.
Bakirci (2001) afirmé que existe una relacion lineal entre la cantidad de AFM; en la
leche y los alimentos contaminados con AFB; que consumen las vacas. De acuerdo
con Battacone et al., (2005), la tasa de transferencia en las vacas varia de 0,35% a
3%. Ademas, Masoero et al., (2007) observaron que la excrecion total de AFM; y su
transferencia en la leche se vieron afectados por la produccion de leche, en la cual las
vacas con alta produccién presentaban una mayor excrecion de AFM, en comparacién
con las vacas de baja produccion.

Estos datos coinciden con estudios informados por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA, 2004), donde declara que la tasa de transferencia en
rumiantes, esta entre 1y 3%. Sin embargo, para las vacas lecheras de alta produccion
con hasta 40 l/dia de leche, esta tasa puede alcanzar el 6%. Britzi et al. (2013)
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sugirieron que la produccién de leche es el factor principal que afecta la tasa de
transferencia, con tasas promedio de 2,5% para vacas de baja produccién (<35 I/dia) y
5,4% para vacas de alta produccién (>35 I/dia).

En este estudio, se observd un comportamiento similar a lo reportado por la
bibliografia recientemente mencionada. La mayor tasa de transferencia en vacas de
alta produccion puede estar asociada a una mayor ingesta de alimentos como asi
también al tipo de alimentos consumidos, generalmente concentrados y subproductos
identificados como potenciales factores asociados a la presencia de AFM; en la leche.
Sin embargo, se observo que existen factores de manejo que impactan en la tasa de
transferencia, que mediante la aplicacion de buenas practicas en los establecimientos

lecheros se podria prevenir la aparicion de niveles indeseables de AFM; en leche.

3.4. Analisis de aflatoxina M; en sueros procesado por tecnologia de
membranas, obtenido de Pymes Lacteas de la Cuenca Lechera Central.

Destino de AFM, en permeado y concentrado de proteinas de suero

En la produccion de queso, AFM; se distribuye entre cuajada y suero, estando
presente en productos derivados del procesamiento de suero de queso. La afinidad de
AFM; por las caseinas de la leche ha sido estudiada, pero existe muy poca
informacion disponible sobre la interaccion AFM;-proteinas del suero.

En los ensayos de quesos blandos y duros descriptos anteriormente, mas del
50% de la AFM; contenida en la leche para elaborar quesos, migré al suero, aunque
en bajas concentraciones. En consecuencia, debido al amplio uso de suero en
productos para consumo humano, se investigd el destino de AFM; en sueros
procesados provenientes de dos empresas, sometidos a diferentes tratamientos
tecnolégicos.

Se determinaron las concentraciones de AFM; en el suero de queso

proveniente de la Empresa | procesado mediante tecnologia de ultrafiltracién (UF) y de
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la Empresa |l procesado mediante tecnologia de nanofiltracion (NF) y en ambas

soluciones obtenidas luego del procesamiento (retenido y permeado) (Tabla 25).

Tabla 25: Distribucién de Aflatoxina My entre retenido y permeado sometidos a diferentes
procesos tecnoldgicos

AFM; Proceso

Concentracion de AFM; % distribucion AFM;

Suero e (ng/l)
(ug/l) tecnoldgico Retenido Permeado Retenido Permeado
Empresa | 0,0067% UF 0,0062° 0,0063% 49,6° 50,4%
Empresa ll 0,0084% NF 0,0058% 0,0080°% 42,0° 58,0%

Referencias: * Los grupos con letras distintas difieren significativamente (P <0.05) por el test
de Mann-Whitney.

En un proceso de fraccionamiento como este, se espera que AFM; pase la
membrana, debido a su bajo peso molecular (328 g/mol) (Applebaum et al., 1982). Se
encontré un mayor porcentaje de AFM; en la fraccion de permeado, donde se
concentran compuestos de bajo peso molecular, que en el retenido para ambos
procesos de tratamiento de suero, no observandose diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 25).

La empresa | utilizaba la tecnologia de ultrafiltracién, donde se recuperan en el
retenido las proteinas del suero y sales coloidales en mayor proporcién. Por su parte,
el permeado se encuentra compuesto por agua y lactosa en mayor proporcion y
minerales solubles, nitrdgeno no proteico y vitaminas hidrosolubles (Vikram et al.,
2017).

Con respecto a la tecnologia aplicada por la empresa I, realizaba un proceso
de nanofiltracion para eliminar agua y concentrar sélidos. La NF se utiliza para la
separacion de componentes de bajo peso molecular (agua y sales minerales disueltas)
que se encuentran en el permeado y componentes de elevado peso molecular
(proteinas y lactosa principalmente) que se encuentran en el concentrado (Vikram et
al., 2017).

La composicién fisico-quimica, perfil proteico y perfil mineral de los sueros,
permeados y retenidos (WPC o concentrado de proteinas de suero) fue realizado con

el fin de analizar su posible interaccién con la AFM;. En la Tabla 26 se presentan los
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resultados obtenidos de la composicion analitica de los sueros utilizados para realizar

los procesos de UF y NF, en la empresa | y |l, respectivamente.

Tabla 26: Resultados promedios y desviacion estandar (DE) de la caracterizacion analitica de
los sueros utilizados para los procesos de filtracién de las empresas | y Il

Sueros Empresa | Empresa Il

Variable Medias + DE
Materia Grasa % (gr/100ml) 0,15 +0,08% 0,29 +0,10?
Proteina % (gr/100ml) 0,79 + 0,05° 1,06 £ 0,06°
Solidos Totales % (gr/100ml) 6,47 +0,31° 6,40 +0,08°
Lactosa % (gr/100ml) 497 +0,14° 4,84 +0,04°
pH 6,28 + 0,09° 4,54 +0,15°
Acidez (°D) 14,33 + 1,53 33,00 + 3,69°
Nitrogeno total (gr N / 100ml) 0,16 + 0,022 0,19 +0,01%
Proteina Total (gr/100ml) 1,04 +0,15% 1,20+ 0,112
Nitrogeno No Caseinico (gr/100ml) 0,16 +0,03% 0,18 + 0,022
Calcio (mg/100ml) 57,45 + 3,61° 48,78 + 10,08°
Magnesio (mg/100ml) 10,10 £ 0,14° 9,45 + 1,072
Sodio (mg/100ml) 99,20 + 13,012 111,72 + 11,67
Fosforo (gr/100ml) 0,09 +0,02% 0,10 +0,01?

Referencias: * Los grupos con letras distintas difieren significativamente (P <0,05) por el test
de Mann-Whitney.

Se encontraron diferencias significativas entre ambos sueros respecto al pH,
acidez y al contenido de proteinas (P<0,05). Analizando los datos de pH y acidez es
posible identificar dos tipos de suero. El suero utilizado en la empresa | se clasifica
como un suero dulce (Gdsta Bylund, 2002). Este pool de suero corresponde a una
mezcla de sueros provenientes de elaboraciones de quesos azules, semiduros vy
duros. La empresa |l solo procesaba suero proveniente de la elaboracién de queso
mozzarella, el cual se clasifica como un suero acido (Gésta Bylund, 2002). Por ende,
la diferencia observada en el contenido de proteinas y pH, puede deberse a los
distintos origenes del suero.

En la Tabla 27 se presentan los resultados obtenidos de la composicién
analitica de los permeados obtenidos luego de realizar los procesos de UF y NF, en la

empresa | y I, respectivamente.
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Tabla 27: Resultados promedios y desviacion estandar (DE) de la caracterizacion analitica de
los permeados obtenidos para los procesos de filtracién de la empresa | y Il

Permeado UF Permeado NF
Empresa | Empresa Il
Variables Media + DE
Materia Grasa % (gr/100ml) 0,02 + 0,03* 0,02 +0,01?
Proteina % (gr/100ml) 0,34 +0,02° 0,13 +0,07°
Sélidos Totales % (gr/100ml) 15,34 +0,80° 2,53 + 5,23
Lactosa % (gr/100ml) 14,59 + 0,552 0,15+ 0,04b
pH 6,26 + 0,12° 6,31 +0,15%
Acidez (°D) 36,67 £1,15% 5,33 + 5,28"
Nitrogeno total (gr N/ 100ml) 0,09 + 0,022 0,05 +0,01°
Proteina Total (gr/100ml) 0,53 +0,13? 0,30 + 0,09°
Nitrogeno No Caseinico (gr/100ml) 0,09 + 0,022 0,05 +0,01°
Calcio (mg/100ml) 148,57 + 16,22° 7,38 +1,36°
Magnesio (mg/100ml) 25,57 +5,10% 1,30 £ 0,47°
Sodio (mg/100ml) 135,37 + 18,64° 99,78 + 20,50°
Fésforo (gr/100ml) 0,16 + 0,05 0,08 +0,03"

Referencias: ® Los grupos con letras distintas difieren significativamente (P <0,05) por el
test de Mann-Whitney.

El pH del permeado UF no se alter6 con el proceso de filtracién, por el
contrario, el porcentaje de acidez aumento a 36,67 + 1,15°D. Esto puede relacionarse
al incremento en los sélidos totales del permeado, el cual estd compuesto
principalmente por lactosa. Esta caracteristica es la principal responsable de su
elevada carga organica contaminante (Berruga Fernandez, 1999). El tamafo de poro
de la membrana de UF permite el paso de la lactosa al permeado, observandose una
concentracion de lactosa superior a diferencia de la membrana usada para NF que
posee un tamafo de poro menor y, por lo tanto, no permite el paso de la lactosa al
permeado. Se observo el efecto contrario en el permeado de NF con respecto al pH
que aumenta y la acidez disminuye marcadamente. Esto puede relacionarse
directamente con el tipo de filtracién utilizada, lo que genera un permeado donde solo
se halla agua y sales minerales. Estas caracteristicas podrian favorecer el mayor

pasaje de AFM; al permeado.
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El permeado de un proceso de UF estda compuesto principalmente de agua,
lactosa y sales minerales (solutos organicos de bajo peso molecular) a diferencia del
permeado obtenido a través de un proceso de NF. En este tipo de proceso el objetivo
es la desalinizacién parcial del lactosuero, esta diferencia se observa en los valores
obtenidos de minerales en la Tabla 27 para ambos tipos de permeados.

En la Tabla 28 se presentan los resultados obtenidos de la composicién
analitica de los concentrados de proteina obtenidos luego de realizar los procesos de

UF y NF, en la empresa | y Il, respectivamente.

Tabla 28: Resultados promedios y desviacion estandar (DE) de la caracterizacion analitica de
los permeados obtenidos para los procesos de filtracién de la empresa | y Il

Concentrado UF Concentrado NF
Empresa | Empresa ll
Variables Media + DE

Materia Grasa % (gr/100ml) 0,89 + 0,34° 0,13 +0,02°
Proteina % (gr/100ml) 8,81 +0,66% 1,98 +0,42°
Solidos Totales % (gr/100ml) 25,02 +1,12% 18,45 +1,02°
Lactosa % (gr/100ml) 15,02 +0,39° 15,80 +0,58°
pH 6,25 + 0,08* 6,31 + 0,08°
Acidez (°D) 60,67 +0,58% 34,83 + 4,26°
Nitr6égeno total (gr N / 100ml) 1,46 + 0,24° 0,38 +0,03"
Proteina Total (gr/100ml) 9,36 +1,51° 2,36 + 0,20°
Nitrogeno No Caseinico (gr/100ml) 1,39 +0,15% 0,35 +0,02°
Calcio (mg/100ml) 255,90 + 36,32° 123,80 +9,03°
Magnesio (mg/100ml) 41,47 +7,90° 25,88 + 0,53°
Sodio mg/100ml) 171,20 + 25,85° 151,02 + 9,45°
Fosforo (gr/100ml) 0,20 + 0,06° 0,16 + 0,012

Referencias: * Los grupos con letras distintas difieren significativamente (P <0,05) por el
test de Mann-Whitney.

El pH del concentrado UF no se alteré6 con el proceso de filtracién. Sin
embargo, el porcentaje de acidez aumenté a 60,67 + 0,58°D. En el caso del
concentrado de proteinas del proceso de NF, se observé aumento de acidez e

incremento de pH, comparado con el valor del suero &cido inicial. Estos cambios
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podrian atribuirse al incremento en el nivel de los sélidos totales retenidos por la
membrana.

Como se observa en la Tabla 28, comparando con los niveles iniciales de
proteinas en el suero, en el caso del proceso UF, se produce una concentracion de
proteinas de suero entre 11 a 12 veces, mientras que en el proceso NF las mismas se
concentran 2 veces. El nivel de concentraciéon de lactosa fue similar para los dos
procesos (UF y NF). La mayor concentracion de proteinas obtenida por la tecnologia
de UF podria estar explicando el mayor contenido (aunque no significativo) de AFM;
en el retenido respecto al proceso de NF.

En cuanto a los resultados del perfil mineral analizado (Calcio, Magnesio,
Sodio, y Fo6sforo) se observé que el concentrado obtenido por el proceso de UF
presentd valores levemente superiores de minerales en comparacion con los niveles
observados en el concentrado obtenido por el proceso de NF, lo cual se debe a que la
membrana del proceso de NF permite el pasaje de sales minerales al permeado. Por
lo tanto, si bien existe una concentracion de los minerales comparado con los valores
hallados en el suero inicial, es menor que la que se encuentra en el caso de UF.

Se evalué el destino de AFM; durante el fraccionamiento del suero de queso
por ultrafiltracion y nanofiltracion. La distribucién de AFM; entre permeado y retenido
aparentemente contradice la baja afinidad de AFM; por las proteinas séricas citadas
por Bakirci (2001), al igual que lo hallado por Mendonga y Venancio (2005) donde
demostraron que los niveles de AFM; en el permeado (fraccién rica en lactosa del
suero de leche) eran mas bajos que en el retenido (fraccidn de suero rico en proteinas)
después de la ultrafiltracion. Sin embargo, Dosako et al. (1980) informaron que existe
afinidad por las proteinas séricas, pero que es menor en comparacion con su afinidad
por las caseinas. Como estas ultimos estan casi ausentes en el suero de queso, la
interaccion entre AFM, y las proteinas del suero puede ocurrir.

Se realizé una correlacion mediante la prueba de correlacién de Spearman
sobre los parametros fisico-quimicos, perfil proteico y mineral y la concentracion de
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AFM; en las matrices evaluadas. Se encontr6 una correlacibn negativa entre la
concentracion de AFM; y el pH del suero (P= 0,019; r= -0,45). Esta asociacion podria
explicar, independientemente de las concentraciones iniciales, la mayor concentracion
de AFM; en el permeado de la empresa |l (suero acido) respecto a la empresa | (suero
dulce). Sin embargo, al no realizarse este estudio en condiciones controladas, existen
muchos factores que podrian estar influyendo en la concentracion de AFM;.

Ninguno de los tratamientos generd una disminucion significativa en el nivel de
AFM; a pesar de los cambios significativos en la interaccién con las proteinas. Estos
resultados sugieren que, ambas fracciones, concentrado de proteinas de suero y
permeado pueden contener niveles considerables de AFM;. Se debe examinar el
impacto en la salud publica derivado del consumo de estos productos elaborados con
suero, ya que la interaccion con las proteinas de suero que puede ocurrir en ciertas
circunstancias no puede ser ignorada, especialmente considerando la posibilidad de

reutilizar la fraccion de proteina como materia prima en otros procesos.

4. CONCLUSIONES PARCIALES

La prevalencia y los niveles de AFM; en la leche producida y comercializada en
Argentina no es un problema de relevancia. Sin embargo, es importante mantener un
nivel bajo de AFB; en los alimentos destinados a vacas lecheras a fin de evitar la
transformacién de AFB; en AFM;, ya que un bajo porcentaje de muestras, tanto de
alimentos como de leche, excedieron el valor establecido por el comercio de la UE.

La aplicacién de buenas practicas de manejo, como por ejemplo la preparaciéon
de una dieta adecuada para las vacas en lactancia, pueden convertirse en
herramientas valiosas que ayuden al productor a minimizar las tasas de transferencias
y, por ende, las concentraciones de AFM; en la leche.

Se ha demostrado que debido a la solubilidad en agua de la AFM; y a procesos

térmicos, se pueden lograr reducciones de la toxina en leche concentrada y en polvo,
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obteniéndose concentraciones de AFM; por debajo de los limites establecidos
internacionalmente.

Por otro lado, en el caso de los quesos, AFM; incrementa su concentracion
respecto a la leche original debido a su afinidad con la fracciéon de caseina de la leche.
Los quesos duros presentan mayores concentraciones que los quesos blandos, debido
probablemente a la pérdida de humedad. Sin embargo, una gran proporcion de AFM;
migra hacia el suero.

Los resultados, demuestran que cada proteina lactea exhibe una unién
diferencial hacia la AFM; y puede desempenar un papel distinto en su desintoxicacion.
Por lo tanto, la presencia de proteinas lacteas y su propio procesamiento influyen en
gran medida en la asociacion, retencion y afinidad hacia AFM;.

Con base en el comportamiento discutido de la AFM; en productos vy
subproductos lacteos, la distribucién de AFM;, el destino y la interaccion con otros
componentes lacteos no deben ser ignorados porque el suero y productos
relacionados, que antes se consideraban desechos del proceso, ahora se utilizan en la
alimentacién animal y como suplementos nutricionales para humanos.

Todos estos hallazgos indicaron que AFM; podria estar disponible en productos
lacteos elaborados a partir de leche naturalmente contaminada y su presencia no debe
subestimarse, ya que la toxina puede tener diferentes comportamientos de acuerdo
con el proceso al que se somete. En consecuencia, este tema es un problema grave
para la salud publica ya que todos los grupos de edad, incluidos los bebés y los nifios,
consumen estos productos en todo el mundo. Por esta razén, la leche y los productos
lacteos deben monitorearse continuamente para detectar contaminacion por AFM;.

El conocimiento de los mecanismos por los cuales AFM; se ve afectada
durante los procesos tecnoldgicos y de elaboracién de alimentos es de gran
importancia para proporcionar informacion Util y precisa para desarrollar estudios de
evaluacién de riesgos para la formulacion de politicas destinadas a minimizar los
riesgos para la salud humana y animal debido a las micotoxinas.
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CAPITULDO IlI: Evaluacion de riesgos de aflatoxina M, asociado
al consumo de leche y productos lacteos producidos en

Argentina.
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1. INTRODUCCION

La evaluacién del riesgo se define como la estimacion de la probabilidad de
que tengan lugar efectos adversos para la salud, conocidos o potenciales, resultantes
de la exposicidén de los seres humanos a peligros trasmitidos por los alimentos, siendo
la base cientifica primaria para las legislaciones que regulan el comercio internacional
de los alimentos (FAO, 2002).

En este sentido, la evaluacion de riesgo es una metodologia utilizada para
analizar informacion cientifica con el fin de estimar la probabilidad y la gravedad de un
evento adverso para la salud publica a lo largo de las cadenas agroalimentarias
(Tsakiris et al., 2013). La misma es ampliamente aceptada en la actualidad como el
medio preferido para evaluar los posibles vinculos entre los peligros en la cadena
alimentaria y los riesgos reales para la salud humana (FAO-OMS, 2006).

Debido a la globalizacién, la leche y sus productos pueden viajar por todo el
mundo (Tsakiris et al., 2013). Este hecho, en combinacién con las principales
situaciones de crisis alimentaria (por ejemplo, la contaminacion de la leche con
melanina) ha provocado que los consumidores sean cada vez mas conscientes en
términos de seguridad y calidad del producto.

Se ha demostrado que la aflatoxina M; es uno de los xenobibdticos mas
importantes que representa un riesgo considerable para los humanos debido al alto
consumo de leche en todos los grupos de edad y especialmente en los nifios, siendo
uno de los factores de exposicion mas importantes en la dieta para AFM; (Rahimi et
al., 2010; Prandini et al., 2009).

Debido a lo anterior es que resulta imperioso implementar medidas de manejo
tendientes a reducir la exposicion a AFM; por el consumo de productos lacteos. Una
de las herramientas mas ampliamente aceptada para sustentar cientificamente las

medidas de manejo es la evaluacion de riesgos.
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OBJETIVO

Los objetivos de este capitulo fueron:

1. Desarrollar un modelo cuantitativo de exposicién humana a aflatoxina M, a lo
largo de la cadena lactea Argentina, a través del consumo de leche y productos
lacteos.

2. Proponer medidas de gestion del riesgo con base cientifica en pos de proteger
la salud humana y animal debido a los efectos de las micotoxinas.

3. Evaluar el riesgo potencial a través de diferentes escenarios de evaluacion de
riesgos para direccionar futuras investigaciones y recomendaciones basadas

en buenas practicas de manejo en los establecimientos lecheros.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Desarrollo del modelo

La prevalencia y la concentracion de aflatoxinas, en las diferentes etapas del
proceso de produccién de leche y productos lacteos, fue modelada de manera
cuantitativa o estocastica. EI modelo conceptual en el que se basé el modelo
matematico se muestra en la Figura 6. El modelo se creé en Microsoft Excel 2007 con
el paguete complementario @Risk (version 5.1, Palisade Corporation, Nueva York, EE.
uu.).

El modelo fue desarrollado utilizando, como principales insumos, datos propios
recolectados en sistemas representativos de produccién de leche de Argentina y que
forman parte de otros capitulos de la presente tesis. Para modelar etapas que no
fueron consideradas en esta tesis se emplearon, de manera preferencial, datos
cientificos provenientes de Argentina. La técnica de simulacién del modelo de Monte

Carlo (aplicando 5000 iteraciones mediante un sistema de muestreo Hipercubo Latino)
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se usO para crear las distribuciones de salida que reflejen la incertidumbre y
variabilidad inherentes en cada variable de entrada. El numero de iteraciones

proporciond una convergencia adecuada de las estadisticas de simulacion (<1%).

AFB; en los alimentos

Las dietas son elaboradas de acuerdo a la estacién
climatica y disponibilidad de pasturas

Otofio - Invierno Primavera - Verano
Alta produccién Baja prqduccion Alta produccién Baja prqduccion
\ 4 v v v

Las dietas varian de acuerdo al estado de lactancia. Las vacas en los primeros tres meses de lactancia son consideradas de alta
produccién. Desde los cuatro meses hasta el fin de lactancia, las vacas son consideradas de baja produccion.

l | | |

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4

Concentracion de AFB; en cada ingrediente de la dieta

v

Consumo total de AFB;

v

Tasa de transferencia de AFB-

v

AFM. en leche cruda

—

AFM;, en leche en polvo AFM, en auesos blandos AFM, en auesos duros

v v v

Consumo y frecuencia de leche y productos lacteos en la poblacion

v

EXPOSICION DE LA POBLACION A AFM, POR EL CONSUMO DE LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Figura 6: Diagrama de flujo del modelo matematico de evaluacién de la exposicion de
aflatoxinas en leche y productos lacteos en Argentina.

2.2. Entradas del modelo
Todas las distribuciones de probabilidad empleadas en el modelo cuantitativo de

riesgos se presentan en la Tabla 29.
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Tabla 29: Descripcién de las variables de entrada del modelo cuantitativo de riesgo

Simbol Variables Unidad Distribucion
o
EC Estacion climatica Bernoulli (1,0.5)
ML Mes de lactancia Uniforme Discreta ({1;2;3;4;5;6;7;8;9;10})
AFB1, Nivel de AFB; en pasturas ua/kg Lognorm(6.06,3.65,RiskTruncate(1.8,16.4))
Prev, Prevalencia de AFB; en pasturas Beta(89+1;(142-89)+1)
AFB1; Nivel de AFB; en silajes ua/kg Lognorm(11.66,48.66,RiskTruncate(1.72,76))
Prevs Prevalencia de AFB; en silajes Beta(564+1;(870-564)+1)
AFB1;, Nivel de AFB; en henos ug/kg Lognorm(6,6.66,RiskTruncate(1.8,33))
Previ, Prevalencia de AFB; en henos Beta(42+1;(95-42)+1)
AFB1, Nivel de AFB; en balanceados ua’kg Lognorm(7.87,13.56,RiskTruncate(1.78,19.22))
Prev, Prevalencia de AFB; en balanceados Beta(239+1;(393-239)+1)
AFB1s, Nivel de AFB; en semilla de algodén ug/kg Lognorm(16.08,24.15,RiskTruncate(1.8,58.75))
Preve, Prevalencia de AFB; en semilla de algodén Beta(65+1;(96-65)+1)
AFB14 Nivel de AFB; en granos ug/kg Lognorm(15.89,24.29,RiskTruncate(1.8,116))
Prevg Prevalencia de AFB; en granos Beta(47+1;(120-47)+1)
Conargr Consumo total de AFB; ug (> (CMS*AFB;(en cada ingrediente)))
Pl Produccion de leche (1° tercio lactancia) Its Normal(34.12,9.7,RiskTruncate(19,40))
PLiarg Produccién de leche (> tercio lactancia) Its Pert(14,26,27)
TTars1 Tasa de transferencia % Lognorm(0,812;1,421;RiskTruncate(;7,27))
Con. Consumo de leche (nifios 6-23 meses) Lts/dia  Normal(482,4;289,4;RiskTruncate(0;1061,2)))/10
00
Con. Consumo de leche (nifios 2-5 afnos) Lts/dia  Normal(400,4;265,2;RiskTruncate(0;930,8)))/100
0
Con. Consumo de leche (mujeres 10-45 afos). Lts/dia  Normal(191,6;126,4;RiskTruncate(0;444,4)))/100
0
Freqv Frecuencia de consumo de leche (nifios 6-23 meses) Binomial(1;0,513)
Freqr Frecuencia de consumo de leche (nifios 2-5 afos) Binomial(1;0,638)
Freq. Frecuencia de consumo de leche (mujeres 10-45 Binomial(1;0,38)
anos)
Conge Consumo de leche en polvo (nifios 6-23 meses) g/dia Normal(60,5;38;RiskTruncate(0;136,5)))/1000
Conce Consumo de leche en polvo (nifios 2-5 afios) g/dia Normal(51,2;35,8;RiskTruncate(0;122,8)))/1000
Congp Consumo de leche en polvo (mujeres 10-45 afos) g/dia Normal(29,3;15,7;RiskTruncate(0;60,7)))/1000
Freqre Frecuencia de consumo de leche en polvo (nifios 6-23 Binomial(1;0,323)
meses)
Freqie Frecuencia de consumo de leche en polvo (nifios 2-5 Binomial(1;0,281)
anos)
Freqre Frecuencia de consumo de leche en polvo (mujeres Binomial(1;0,071)
10-45 anos).
Congs Consumo de queso blando (nifios 6-23 meses) g/dia Normal(32,8;20;RiskTruncate(0;72,8)))/1000
Conags Consumo de queso blando (nifios 2-5 afos) g/dia Normal(39,58;26,46;RiskTruncate(0;92,5)))/1000
Congs Consumo de queso blando (mujeres 10-45 afos) g/dia Normal(58,8;48,2;RiskTruncate(0;155,2)))/1000
Freqas Frecuencia de consumo de queso blando (nifios 6-23 Binomial(1;0,058)
meses)
Freqas Frecuencia de consumo de queso blando (nifios 2-5 Binomial(1;0,058)
anos)
Freqas Frecuencia de consumo de queso blando (mujeres Binomial(1;0,089)
10-45 anos)
Congp Consumo de queso duro (nifios 6-23 meses) g/dia Normal(6;5,1;RiskTruncate(0;16,2)))/1000
Congp Consumo de queso duro (nifios 2-5 afos) g/dia Normal(7,11;7,25;RiskTruncate(0;21,61)))/1000
Conap Consumo de queso duro (mujeres 10-45 afnos) g/dia Normal(8,9;7,8;RiskTruncate(0;24,5)))/1000
Fregap Frecuencia de consumo de queso duro (nifios 6-23 Binomial(1;0,064)
meses)
Fregap Frecuencia de consumo de queso duro (nifos 2-5 Binomial(1;0,065)
anos)
Fregap Frecuencia de consumo de queso duro (mujeres10-45 Binomial(1;0,059)
anos)
PC Peso corporal (nifios 6-23 meses) Kg Uniform(6,2;11,8)
PC Peso corporal (nifos 2-5 afnos) Kg Uniform(12,9;18)
PC Peso corporal (mujeres 10-45 afos) Kg Uniform(34;64)
CoNgot Consumo total de AFM;(en cada grupo poblacional) g/dia Con.*Freq. + Conp*Freqir + Conge*Freqas +
Conap* Fredan
EXProt Exposicion Total (en cada grupo poblacional) a/kg Conyt / PC
PC/dia

2.2.1. Dietas de vacas en lactancia

La cantidad (kg de materia seca) de cada ingrediente en la dieta consumida

diariamente por las vacas lecheras en Argentina depende de dos factores: a) la
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estacion del afio (otofio-invierno y primavera-verano) y b) del nivel de produccion de
leche (vacas de alta y baja produccién de leche). Se consider6 la misma probabilidad
para cada estacion del afio, utilizando una distribucion Bernoulli con probabilidad=0,5.

Las vacas en los primeros tres meses de lactancia se consideraron como de
alta produccién de leche y las del cuarto mes hasta el final de la lactancia se
consideraron como baja produccién de leche. Para desarrollar el modelo, se consider6
que las vacas en lactancia tenian la misma probabilidad de encontrarse en cualquiera
de los diez meses considerados y para ello se utilizé una distribucion Uniforme
Discreta.

Los ingredientes de cada dieta se muestran en la Tabla 30. Estas dietas
(ingredientes y cantidades) fueron relevadas de establecimientos lecheros de la region
que formaron parte de este estudio. Las mismas son un reflejo de las dietas utilizadas
por los productores lecheros en la regién lactea central de Argentina. Sin embargo,
esas formulaciones de alimentos pueden modificarse regularmente dependiendo de la
disponibilidad de los ingredientes y los precios.

Tabla 30: Composicién de la dieta promedio de vacas de baja y alta produccién de leche en las
estaciones de otofio-invierno y primavera-verano para la cuenca lechera central de Argentina

Cantidad en la dieta (kg/MS)

Otono-Invierno Primavera-Verano

Ingredientes Vacas de
Vacas de Vacas de BP  Vacas de AP

BP AP
Silajes 7 8 5
Balanceado comercial 45 5,5 4 5
Heno de alfalfa 1,5 2 2 2
Subproductos 2 4 1 2
Semilla de algodon 1 1 1 1
Pasturas 2 3 10 8

Referencias: BP = baja produccién; AP = alta produccién. MS: materia seca.

2.2.2. Contaminacion de los alimentos con aflatoxina B;
La prevalencia y concentracién de aflatoxina B; (AFB,) presente en los
diferentes ingredientes fueron modeladas a partir de una base de datos generada por
la Estacién Experimental Agropecuaria Rafaela del Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria y con datos propios de este estudio.
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Se analizaron 1762 muestras de alimento (pasturas, silajes, henos,
balanceados comerciales, semilla de algodén, granos y productos y subproductos de
la agroindustria) recolectadas desde el afio 2000 hasta 2017. Todas las muestras de
alimento se obtuvieron de establecimientos lecheros ubicados en la region lechera
central de Argentina (Gaggiotti et al., 2001, Gaggiotti et al., 2003, Costamagna et al.,
2018).

Para determinar los niveles de AFB; en los alimentos se utilizé un kit de prueba
RIDASCREEN (R-Biopharm, Alemania), basado en un inmunoensayo ligado a
enzimas (ELISA) cuyo limite de deteccién (LD) fue <1,7 ug/kg, bajo la metodologia que
se describio en el CAPITULO I. La prevalencia de AFB; en los alimentos fue modelada
mediante una distribucion Bernoulli, donde la probabilidad de que cada alimento sea
positivo para esta micotoxina fue modelada a su vez empleando una distribucién Beta
para emplear la informacion obtenida de la base de datos. Por su parte, la
concentracion de AFB; en cada ingrediente fue modelada en funcion de la distribucién
de frecuencias observada para cada uno de ellos.

La cantidad total de aflatoxina ingerida por las vacas se calcul6 como la suma
de la concentracién de AFB; en cada ingrediente de la dieta por los kilogramos de

materia seca de cada alimento ofrecido.

2.2.3. Residuos de aflatoxina M; en leche de vaca y productos lacteos

La presencia de AFM; se investigb en 149 muestras de leche de tanque
recolectadas en establecimientos ubicados en la regién productora de leche mas
importante de Argentina durante la estacion de Otofio-Invierno 2016 a Primavera-
Verano 2017. Ademas, se determiné la presencia de AFM; en muestras de productos
lacteos tradicionales: queso blando y duro (n=45) y leche en polvo (n=36). Dichos
estudios aportaron la informacion para poder modelar las tasas de transferencia de

AFB; a partir de los alimentos consumidos por las vacas hacia la leche (en forma de

133



AFM,) y luego la transferencia de AFM; presente en leche hacia los diferentes
productos lacteos analizados (leche en polvo, quesos blandos y quesos duros).

El andlisis de AFM; en estas matrices se realiz6 mediante el kit de prueba
RIDASCREEN (R-Biopharm, Alemania), basado en un inmunoensayo ligado a
enzimas (ELISA) con un limite de deteccién de 5 ng/l para leche cruda y leche en
polvo y 50 ng/l para quesos, bajo la metodologia que se describe en el CAPITULO |y

2.2.4. Tasa de transferencia de AFB; a AFM; y de AFM; en leche a productos

lacteos

La tasa de transferencia fue calculada como se describié en el CAPITULO I.
Brevemente, a partir de los datos de consumo de AFB; de los alimentos consumidos
por las vacas y de la concentracién de AFM; en la leche producida por las mismas, se
calcul6 la proporcién de AFB; que fue excretada por leche como AFM;. De igual
manera, a partir de los datos de concentracion de AFM; encontrados en las leches
crudas y su concentracién en los productos lacteos de interés elaborados con esas
mismas leches se evaluéd la tasa de pasaje. En ambos casos, la tasa de transferencia
se calcul6 modelando la distribucién de frecuencias de las tasas de transferencia
calculada para cada uno de los establecimientos lecheros analizados y productos

lacteos elaborados.

2.2.5. Datos de consumo y calculo de la ingesta diaria estimada

Las dosis ingeridas (D) de AFM; fueron calculadas en funcién de su
concentracion en la leche cruda y productos lacteos y las respectivas cantidades
incorporadas por los consumidores argentinos en su dieta. A su vez, con finalidad de
evaluar la toxicidad de la dosis ingerida, se estimé la dosis consumida por peso vivo
del consumidor (kg). Considerando que los diferentes estratos poblacionales tienen

consumos particulares y susceptibilidades diferentes, se incorporaron al estudio tres
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grupos poblacionales: nifios de 6 a 23 meses, nifios de 2 a 5 afos y mujeres de 10 a
45 anos.

La media (M) expresada en gramos, desvio estandar (DE) y frecuencia de
consumo (F) de leche fluida pasteurizada (LF), leche en polvo (LP), quesos blandos
(@B) y quesos duros (QD), y el rango de peso corporal (pc) de diferentes categorias
de edad, son descriptos en la Tabla 31.

Los datos sobre el consumo y frecuencia de consumo de cada producto fueron
obtenidos a partir de la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud (MSA, 2012). Para
modelar la variabilidad en el consumo de cada producto por cada estrato poblacional,
se emplearon distribuciones Normales a partir de los datos de media y desviacién
estandar para cada producto. La frecuencia de consumo fue integrada como
probabilidad en una distribucién Bernoulli para cada producto lacteo. Los pesos
corporales de los tres grupos poblacionales considerados fueron obtenidos a partir de
una Evaluacién del crecimiento de nifios y nifias en Argentina (Ortiz, 2012), siendo

modelados mediante distribuciones Uniformes.

Tabla 31: Descripcion de la media (M) en gramos, desvio estandar (DE), frecuencia de consumo (F) de
leche y productos lacteos tradicionales de Argentina, y rango de peso corporal (PC) de diferentes grupos
poblacionales.

Grupo Leche fluida Leche en polvo Quesos blandos Quesos duros Rango
p°?1f|°'° M DE F WM DE F M DpE F M pe F FcKa
Ninos

(6-23 482 289 51,3 605 38 323 328 200 58 60 51 64 62118
meses)
(Zﬁ'g‘gis) 400 265 63,8 512 358 280 396 265 58 71 72 65 129-18
Mujeres
(10-49 192 126 380 293 157 7143 588 482 89 89 78 59 3464
anos)

Fuente: Encuesta Nacional de Nutricién y Salud, Ministerio de Salud de Argentina, 2012.

La evaluacion de la exposicién humana de AFM; (ug/kg de peso corporal/dia)
se calculé en funcién de la exposicién total de AFM; a través de las dosis ingeridas y el

peso corporal (PC) para diferentes categorias de edad segun la OMS.
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2.3. Analisis de sensibilidad
Para determinar el impacto de cada variable de entrada en la variable de salida
(por ejemplo, AFM; en leche y productos lacteos), se realiz6 un andlisis de
sensibilidad, utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson para determinar el
grado de asociacion. El analisis de sensibilidad se realiz6 con el software @ Risk®

version 5.1 (Palisade, Nueva York).

2.4. Suposiciones del modelo
Las siguientes suposiciones fueron aplicadas al modelo. Debido a que estos
supuestos pueden impactar en los resultados obtenidos, deben tenerse en cuenta al

considerar los resultados de las evaluaciones de riesgo:

i) El modelo consider6 que la proporcion de vacas en ordefio era la misma para

cada estacion climatica.

i) Para desarrollar el modelo, se consideré que la duracion de la lactancia era
la misma para todas las vacas y que cada vaca podria estar en cualquiera de los diez

meses de lactancia con la misma probabilidad.

iii) Incluso considerando que las dietas (ingredientes y cantidades) fueron un
reflejo de las dietas utilizadas en la regién lactea central de Argentina, podrian cambiar

regularmente dependiendo de la disponibilidad de los ingredientes y los precios.

iv) No se considero6 el efecto de dilucién entre la leche entera con diferentes

niveles de micotoxinas a nivel de las fabricas procesadoras.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracién de AFB; en las dietas de vacas lecheras se estimé en 8,2
Mg/Kg (Figura 7). Se calcul6 la incertidumbre sobre el verdadero valor medio (intervalo

de confianza del 95%) para AFB, (0,8-28,7 ug/Kg).
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Figura 7: Distribucién de probabilidad acumulada de la concentracion de aflatoxina B4 en
alimentos destinados a bovinos lecheros.

Las regulaciones de la Unién Europea (UE) (Directiva 2002/32/CE) y
MERCOSUR (MERCOSUR GMC/RES. N° 25/02) determinan un nivel maximo
permitido de 5 y 20 pg/Kg de AFB; en alimentos para ganado lechero,
respectivamente. De acuerdo con las estimaciones generadas por este modelo de
riesgo, aproximadamente el 64% y el 6% de las dietas ofrecidas a las vacas lecheras
en la regién central de Argentina presentarian niveles mas altos que los establecidos
por las regulaciones internacionales mencionadas.

La concentracién promedio de AFM; en la leche bovina se estimé en 0,046 ug/I|

(IC del 95% 0,002-0,264 pg/l) (Figura 8).
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Figura 8: Distribucién de probabilidad acumulada de la concentracion de aflatoxina M, en leche
bovina.

Teniendo en cuenta que AFM; se incluyd en el primer grupo por
carcinogenicidad y la leche y sus derivados se consumen a diario, la mayoria de los
paises han establecido niveles maximos de residuos (LMR) de AFM; en la leche. El
LMR de AFM; en la leche varia de 0,05 ug/l en la Unién Europea (Comision Europea,
2006b) a 0,5 pg/kg establecido por los Estados Unidos (FDA, 2011) y el MERCOSUR
(MERCOSUR GMC/RES. N° 25/02). Considerando estas normativas, el nivel promedio
estimado de AFM; en la leche bovina estuvo por debajo del limite maximo establecido
por la regulacion de la FDA y el MERCOSUR para leche fluida, pero se ubicé en el
limite maximo (0,05 pg/l) para leche fluida y superé el limite para leche destinada a
formulaciones infantiles (0,025 ug/l) establecidos por la regulacién europea.

Teniendo en cuenta la tasa de transferencia obtenida, el 0,9% de la leche
producida en la region lactea central de Argentina superaria el nivel maximo aceptado
por el MERCOSUR. Por otro lado, cuando se consideran las normativas europeas, el
24,9% y 43% de la leche producida en la regién lactea central de Argentina superaria
el nivel maximo establecido para leche fluida y formulas infantiles, respectivamente.

Bajo estas estimaciones, la produccién y comercializacion de leche en

Argentina se encontraria dentro del nivel de tolerancia para AFM; en la leche
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establecido por EE.UU y otros paises de América Latina, entre ellos los que forman
parte del MERCOSUR, pero algunas muestras superarian las normativas europeas
cuyo limite es 10 veces inferior.

Debido a la susceptibilidad de la poblacion destino, los estandares de calidad
se han redoblado y se muestra una tendencia mundial a reducir los limites maximos de
residuos en los alimentos. Dentro de este contexto, cualquier escenario de crecimiento
cuantitativo de la produccion lactea nacional que deba orientarse hacia mercados
externos, como por ejemplo la UE, tendria un grave impacto en la comercializacion de
la leche y productos lacteos. Por esa razon, Argentina debe mejorar su programa de
monitoreo de aflatoxinas en la cadena lactea.

La concentracion de AFM; en la leche bovina fue sensible a la tasa de
transferencia (r=0,80), al nivel de AFB; en los silajes (r=0,22), pasturas durante la
estacion de primavera-verano (r=0,11), concentrado comercial (r=0,08) y semilla de
algodoén (r=0,05) y finalmente, a la produccion de leche en el primer tercio de la

lactancia durante la estacion de primavera-verano (r=-0,07) (Figura 9).

Produccidn de leche (12 etapa lactancia) en P-V
Nivel de AFB1 en semilla de algoddn

Nivel de AFB1 en el balanceado

Nivel de AFB1 en las pasturas en P-V

Nivel de AFB1 en el silaje

Variables de entrada

Tasa de transferencia

-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Coeficiente de correlacion

Figura 9: Analisis de sensibilidad para la concentracion de AFM; en leche bovina

La tasa de transferencia de AFB, fue identificada como una variable de gran

impacto en el modelo, debido a que esta altamente correlacionada a la concentracion
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de AFM; en la leche. Los estudios han demostrado una considerable variabilidad con
respecto al porcentaje de aflatoxinas transformadas en AFM, y la cantidad de esta
micotoxina presente en la leche (Prado et al., 1999).

La capacidad del ganado lechero para transformar AFB,; del alimento a AFM;
en la leche se ha examinado en muchos estudios, demostrando la variabilidad de
factores que la afectan, siendo los principales la produccion de leche y los dias en
lactancia (Diaz et al., 2004, Masoero et al., 2007). Factores adicionales que se ha
demostrado que afectan la tasa de transferencia (a menudo en vacas individuales)
fueron la salud general del animal, la capacidad de biotransformacién hepatica, la tasa
de ingestion y la integridad de las membranas de las células alveolares mamarias
(Fink-Gremmels, 2008; Battacone et al., 2003). Por otro lado, como se pudo observar
en el capitulo Il de este estudio, la tasa de transferencia estuvo asociada a factores
como el tamano de particula de la racion y la ingesta de AFB; en los alimentos de las
vacas. Todos estos factores podrian explicar la variabilidad existente en la tasa de
transferencia y su impacto en la concentracién de AFM; en leche cruda.

Los alimentos como los silajes, pasturas, balanceados comerciales y semilla de
algodon fueron los ingredientes de las dietas mas correlacionados con el nivel de
aflatoxinas en la leche. La proporcién de AFB; en los silajes y las pasturas fue, en
promedio, el 52,2% de la dieta total.

Como se pudo observar en los capitulos anteriores, las pasturas fueron el
ingrediente de la dieta que mayor aporte de AFB; realiz6 en la racion. Si bien la misma
forma parte de la dieta durante todo el ano, la proporcion cambia en las distintas
estaciones variando desde un 20-25% en otofo-invierno a un 30-45% en primavera-
verano. Generalmente, las pasturas no se encuentran asociadas a la presencia de
AFB1 en comparacion con otros alimentos que forman parte de la dieta. Sin embargo,
resultados recientes informaron prevalencias de AFB; en pasturas del 91% (Signorini

et al., 2012). Estos resultados podrian deberse a la presencia de Aspergillus en las
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plantas y que ante condiciones de estrés hidrico y alta variabilidad en el resto de las
condiciones climaticas, generan la toxina.

Para el caso de los silajes, principal componente de la racion, los valores de
agua libre y disponible (del cereal base) son substancialmente elevados y peligrosos
para el desarrollo de los mohos y la probable formacién de micotoxinas (Gimeno,
2013). En este sentido, existen buenas préacticas que se pueden aplicar para disminuir
los niveles de AFB; en los silajes. Algunos ejemplos de las mismas son tener en
cuenta los momentos Optimos de cosecha de la planta (contenido de humedad), y
asegurar el mantenimiento de una atmoésfera anaerobia que permita una correcta
fermentacion y almacenamiento sin riesgos de contaminacién, ya que la mayor parte
de los hongos productores de toxinas son aerobios.

El alimento balanceado y la semilla de algoddon fueron los otros dos
ingredientes correlacionados con la concentracion de AFM; en la leche. El alimento
balanceado estd compuesto de varios granos, cosechados y almacenados en
condiciones muy diversas y en algunos casos por granos contaminados que no
pudieron ser usados en formulacién de dietas de algunos monogastricos.

En comparacion con los monogastricos, los rumiantes por lo general se
consideran menos susceptibles a la aflatoxicosis, basado en el supuesto de que la
flora del rumen degrada y desactiva a las micotoxinas presentes en el alimento (Diaz
et al., 2004). Por esta razon, los granos de éptima calidad se derivan a la elaboracién
de alimentos balanceados para monogastricos como por ejemplo pollos y cerdos y los
de menor calidad se destinan a los rumiantes. Sin embargo, en el capitulo Il se puedo
comprobar que existen factores que podrian afectar la detoxificacién de AFB; en el
rumen, con la consecuente aparicidén de concentraciones mas altas de AFM; en la

leche.

La prevencién de AFB; en los granos puede lograrse seleccionando variedades
resistentes a los hongos toxigénicos, realizar una rotacién adecuada del cultivo v,
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durante el periodo de cosecha, es importante evitar el dano excesivo a los granos, lo
que puede predisponerlos a infectarse durante el almacenamiento (Campagnollo et al.,
2016). Como se identifico en el capitulo I, las malas condiciones de almacenamiento
de los subproductos en los establecimientos se asociaron con la prevalencia de la
aflatoxina en la leche.

El control de las condiciones durante la post-cosecha de los granos y
almacenamiento de subproductos, debe ser considerado ya que podrian favorecer el
crecimiento de hongos y la posterior produccién de toxinas. Algunas de las
condiciones a controlar serian la actividad del agua de los productos almacenados, la
temperatura, el dafno de roedores e insectos y las interacciones microbianas (Binder,
2007). El secado es un paso critico antes del almacenamiento y proporciona
condiciones ideales de temperatura, baja humedad y aireacién (Beltrane y Machinski,
2005).

La variabilidad en los niveles de AFB; en los alimentos, refuerza la necesidad
de implementar estrategias para reducir la produccién y aparicion de aflatoxinas en los
alimentos. No obstante, si estan presentes en los alimentos, se deben implementar
programas de manejo para reducir la exposicion de los animales a la aflatoxina
(Pereira et al., 2005).

En ciertas ocasiones, debido a la baja rentabilidad de la actividad lechera, los
productores adquieren alimentos de bajo costo sin certificacion de calidad. El
conocimiento proporcionado por un analisis de calidad, no sélo nutricional sino
microbiologico, es de gran importancia para definir practicas de manejo de los
alimentos contaminados. Ejemplos de ello, puede ser la mezcla del material
contaminado con alimentos que tienen concentraciones mas bajas (o0 ninguna) o ser
destinados a otras categorias animales de menor susceptibilidad que las vacas
lactantes, o la adicién de secuestrantes de micotoxinas en la dieta (Gallo et al., 2010;

Masoero et al., 2009).
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Los resultados hallados en este estudio respecto a la proporcién de muestras
de alimento que excedieron el nivel maximo de AFB; aceptado por las regulaciones
internacionales mencionadas, fue el doble de las estimadas en una evaluacién
cuantitativa de la exposicion al riesgo del nivel de micotoxinas en la leche de vaca
producida en Argentina (Signorini et al., 2012). Sin embargo, los niveles medios de
AFM; en la leche y los valores que superan las regulaciones internaciones fueron
similares a ligeramente inferiores.

Las diferencias respecto a los niveles de AFB; en los alimentos pueden
deberse a la variabilidad climatica y de alimentos considerados en la actual evaluacion
de riesgos. La disminucion en los niveles de AFM; en la leche podria ser producto de
un mejor ajuste del modelo, debido a que los datos incorporados surgen de
mediciones reales en los sistemas productivos. Finalmente, los valores de produccion
individual, al ser datos reales, fueron superiores a los niveles de produccién estimados
utilizado en el modelo de Signorini et al. (2012). Esto demuestra la importancia de
disefiar modelos a partir de datos reales y la necesidad de modificar las evaluaciones
de riesgo a partir de nueva informacion disponible, lo que le da originalidad a este
trabajo.

La ingesta diaria total estimada (IDE) para AFM; debido al consumo de leche
fluida, leche en polvo, queso duro y queso blando para niflos de 6 a 23 meses de

edad, fue, en promedio, de 1,4 x 10° pg/Kg pc/dia (Figura 10).
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Figura 10: Distribucion de probabilidad acumulada para el consumo total de AFM; por peso vivo
en nifos de 6 a 23 meses de edad.

Para nifos de 2 a 5 anos, la ingesta diaria total estimada de AFM; debido al
consumo de leche fluida, y los productos lacteos considerados fue, en promedio, de
8,54 x 10 ug/Kg pc/dia (Figura 11), y para mujeres de 10 a 49 afios, fue de 8,24 x 10°

®> ug/Kg pc/dia, respectivamente (Figura 12).
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Figura 11: Distribucion de probabilidad acumulada para el consumo de AFM; por peso vivo en
nifos de 2 a 5 anos de edad.
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Figura 12: Distribucion de probabilidad acumulada para el consumo de AFM; por peso vivo en

mujeres de 10 a 49 afios de edad.

La ingesta diaria total por cada grupo poblacional analizado estuvo

correlacionada con la tasa de transferencia de AFM; a la leche y productos lacteos y

con la frecuencia de consumo de estos productos (Figura 13).

Variables de entrada

Tasa de transferencia

Consumio queso duro?

Consumio queso blando? B Mujeres 10-49 anos
Nifios de 2-5 afios

Consumio leche en polvo? .
P H Nifios de 6-23 meses

Consumio leche?

T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Coeficiente de correlacion

Figura 13: Analisis de sensibilidad para el consumo de AFM; por peso vivo por grupo

poblacional
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Las micotoxinas pueden causar efectos adversos en la salud humana,
problemas tales como: hepatotdxicos, nefrotdxicos, neurotdxicos, gastroentéricos,
cancerigenos e inmunosupresivos. El riesgo en humanos que representa la ingestion
de géneros alimenticios contaminados con micotoxinas, puede ser evaluado
relacionando la IDT (dosis tolerable de micotoxina ingerida diariamente), TD50 (dosis
con la cual el 50% de los individuos pueden desarrollar tumores malignos) y la
exposicion de los humanos a esas micotoxinas, con los valores medios de consumo
diario de algunos géneros alimenticios, los niveles de micotoxinas en el alimento que
es consumido y el peso corporal.

En la actualidad, aun no se ha determinado una ingesta diaria tolerable (IDT)
para AFM;. Kuiper-Goodman (1990) propuso y estim6é una IDT para AFM; que se
determina dividiendo el TD50 por un factor de incertidumbre de 5000. El valor
propuesto es 0,0002 ug/kg de peso corporal/dia, valor equivalente a un nivel de riesgo
de 1: 100.000. Este valor limite se refleja en las Figuras 10, 11y 12.

El alto consumo de leche en todos los grupos de edad y especialmente en los
ninos parece ser uno de los factores de exposicibn mas importantes en la dieta para
AFM; (Rahimi et al., 2010; Prandini et al., 2009). La mayoria de las ingestas estimadas
previamente de AFM; a través del consumo de leche en algunos paises se calcularon
para adultos y algunas de ellas son las siguientes: 0,08 ng/kg pc/dia en Brasil (Shundo
et al., 2009), 0,01 ng/kg pc/dia en Francia (Leblanc et al., 2005), 0,305 ng /kg pc/dia en
Espafia (Cano-Sancho et al., 2010), 0,897 ng/kg pc/dia en Serbia (Skrbi'c et al., 2014)
y 3,26 ng/kg pc/dia en Marruecos (Zinedine et al., 2007).

En el presente estudio, la ingesta estimada de AFM; para adultos fue inferior a
la informada en Espafna, Marruecos y Serbia, mas alta que la reportada en Francia y
similar a la calculada en Brasil. Ademas, JECFA (2001) estableci6 la ingesta de AFM;
para cinco regiones basandose en el consumo regional de leche, asumiendo el peso
corporal (60 kg) y las concentraciones medias ponderadas de AFM; en la leche
obtenida en varios programas de monitoreo de: 0,023; 0,022; 0,36; 0,005 y 0,002
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ug/Kg en Europa, América Latina, Extremo Oriente, Oriente Medio y Africa,
respectivamente. Con estos datos y las medias del consumo de leche, la ingesta de
AFM; se estimé en 0,11, 0,058, 0,20, 0,10 y 0,002 ng/kg pc/dia, respectivamente,
siendo la ingesta de América Latina y Africa inferior a la calculada en este estudio.

En Argentina, la primera evaluacion de riesgo cuantitativa para micotoxinas en
leche reportd una ingesta diaria para adultos de 0,122 ng/Kg pc/dia, es decir 1,64
veces por debajo de la IDT. La menor ingesta en la poblacién adulta calculada en el
presente estudio puede ser debida a un mejor ajuste del modelo. En este sentido, la
probabilidad de que la ingesta diaria de los nifios de 6 a 23 meses superara la IDT fue
estimada en 46,2%, mientras que la probabilidad en nifos de 2 a 5 afnos y de mujeres
de 10 a 49 anos fue de 45,2% y 9,6%, respectivamente. Es decir que, las dosis
ingeridas de AFM;, estimadas en esta evaluacién, para nifios de 6 a 23 meses y nifios
de 2 a 5 anos fueron, en promedio, 8,6 y 4,06 veces mayor que la ingesta diaria
tolerable, respectivamente. En la poblacién de mujeres de 10 a 49 afos, la IDE fue
3,32 veces menor que la IDT.

Segun el andlisis de sensibilidad, el consumo de leche es el alimento que mas
incidié en la exposicidon de AFM;. La ingesta diferente de leche y el efecto del peso
corporal para diferentes categorias de edad influyd en el riesgo méas alto de superar la
IDT de AFM; del menor grupo poblacional considerado. Sin embargo, esta
probabilidad no significa que el 46,2% de la poblacién de nifios de 6 a 23 meses de
edad podria contraer un efecto adverso para su salud, sino que este valor nos indica
que el 46,2% de la poblacién podria tener un riesgo de 1 en 100.000 de padecer
problemas a consecuencia de la ingesta de leche y productos lacteos contaminados
con AFM;.

Si consideraramos que toda la leche consumida en Argentina tuviera una
contaminacién con AFM; de 0,05 pg/Kg (leche fluida) y 0,025 ug/Kg (férmula infantil)
establecidos por UE, la ingesta de AFM; en la dieta de nifos de 6-23 meses
considerada como la poblacién con mayor riesgo, seria de 5,56 x 10 ug/persona/dia y

147



2,78 x 10° pg/persona/dia, donde el 55% y 53% superaria la IDT, respectivamente.
Por su parte, si se considerase que toda la leche producida en Argentina se encontrara
dentro de los limites establecidos por EE.UU y el MERCOSUR (0,5 ug/Kg), la
exposiciéon total a AFM; fue estimada en 5,6 x 10™ ug/persona/dia, donde el 65%
superaria la IDT. Bajo este escenario, la poblacion mas susceptible, podria
encontrarse en riesgo, siendo necesario establecer medidas de prevencion de la

contaminacién de AFM; en leche y productos lacteos.

4. CONCLUSIONES PARCIALES

Este estudio demostré que la dieta del ganado lechero presenta niveles de
aflatoxinas considerables, siendo los silajes, pasturas, balanceados comerciales y
semilla de algoddn los ingredientes de las dietas mas correlacionados con el nivel de
aflatoxinas en la leche.

Estos resultados remarcan la necesidad de establecer programas de monitoreo
y control de estos alimentos, ademdas de la implementacién de buenas practicas de
manejo para prevenir y/o inhibir el crecimiento de hongos (mejorar las condiciones de
cosecha y post-cosecha y las practicas de almacenamiento) o agregar secuestrantes
en las dietas que permitan bloquear la accion de las micotoxinas.

Aunque las dietas para animales contienen niveles significativos de aflatoxinas,
la leche producida no estuvo mayormente fuera de los limites internacionales maximos
permitidos. Sin embargo, dado que los requisitos de calidad son cada vez mas
estrictos, cualquier reduccion en los limites regulatorios internacionales establecidos
seria un impacto grave en la produccién nacional.

De acuerdo con los riesgos potenciales para la seguridad humana derivados
del consumo de AFM; en la leche y los productos lacteos, la ingesta diaria estimada
mostré que la cantidad de AFM; es mas alta que la ingesta permisible recomendada

en las categorias de poblacién infantil evaluada, siendo mas baja para la poblacién
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adulta. Aun asi, los nifos, considerados la poblacién mas susceptible, no estarian
expuestos a un riesgo significativo por los efectos de AFM; a través del consumo de

leche, aunque esta situacién deberia evaluarse a lo largo del tiempo.
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CAPITULO IV: Efectos de la inclusion de un agente secuestrante en la

dieta de vacas lecheras sobre la excrecion de aflatoxina M; en la leche.
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1. INTRODUCCION

Las pasturas, los silajes, la semilla de algodén, el balanceado comercial y los
subproductos de la agroindustria estan frecuentemente contaminados por aflatoxinas
cuando las plantas crecen en el campo y/o se conservan bajo condiciones
inadecuadas de almacenamiento (Gonzalez Pereyra et al., 2008; Richard et al.,
2009), constituyéndose en fuentes de contaminaciéon de la leche con AFM;
(Unusan, 2006; Xiong et al., 2013).

La aflatoxina B; (AFB), una vez ingerida por los mamiferos, se absorbe
rapidamente en el tracto gastrointestinal y aparece como el metabolito aflatoxina M,
(AFM;) en la sangre después de tan solo 15 minutos (Moschini et al., 2007) y en la
leche al primer ordeno después de la ingesta de alimento contaminado con AFB; (Diaz
et al., 2004).

El resultado mas importante de la exposicion de las vacas lecheras a los
niveles de AFB; en la dieta, incluso a concentraciones subtoxicas, es la excrecion de
AFM; en la leche debido a que cuando el humano ingiere leche o productos lacteos
contaminados con AFM;, ésta se introduce en el medio interno, lo que puede provocar
problemas de salud en funcién de la dosis consumida y el tiempo de exposicion
(Galvano et al., 1998).

En cuanto al impacto de la AFB; presente en las dietas del ganado sobre la
salud animal, se pueden mencionar los siguientes: dafios en la funcion hepatica
(Garrett et al., 1968), induccidén del sindrome de higado graso (Colvin et al., 1984;
Cook et al., 1986; Cockcroft, 1995), reducciéon de la produccién y calidad de la leche,
pérdida de condicién corporal (Gongalves et al., 2015a), deterioro de la respuesta
inmune y aumento de la susceptibilidad a enfermedades infecciosas (Masoero et al.,

2007; Queiroz et al., 2012). Los estudios sefialan que las variaciones en la conversion
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de AFM; son significativos, aun a niveles altos o bajos de contaminacion con AFB;
(Prandini et al., 2009; Van Eijkeren et al., 2006).

Actualmente no hay tecnologia disponible que elimine por completo la
contaminacién con micotoxinas (Yiannikouris et al, 2003). Son sustancias muy
estables y no existe tratamiento fisico y/o quimico que se pueda aplicar sin alterar el
valor nutricional de los alimentos a un bajo costo. Lo mas comun es el uso de técnicas
para reducir la biodisponibilidad mediante el uso de agentes secuestrantes o
adsorbentes (EFSA, 2009). Por lo tanto, una estrategia practica para prevenir la
aflatoxicosis en animales y para reducir el nivel de residuos de aflatoxinas en los
alimentos, es la adiciéon de secuestrantes no-nutritivos en el alimento.

Los agentes secuestrantes se definen como un nuevo grupo funcional de
aditivos alimenticios que pueden suprimir o reducir la absorcion, promover la excrecion
de micotoxinas o modificar su modo de accion, uniéndose a las aflatoxinas en el tracto
gastrointestinal y reduciendo su biodisponibilidad y distribucién en la sangre, higado y
otros érganos (Phillips et al., 2008, Avantaggiato et al., 2015).

Se han realizado numerosos estudios de adsorcion in vitro, incluso con fluido
ruminal (Spotti et al., 2005). Sin embargo, los adsorbentes deben ser evaluados in vivo
para establecer la eficacia de la utilizacién en animales. Hasta el momento existen
pocos estudios sobre la eficiencia de los diferentes adsorbentes en vacas lecheras, a
diferencia de los realizados en otras especies animales. Se ha informado que,
aluminosilicatos de sodio y calcio hidratados (Phillips et al., 1988; Harvey et al., 1991),
montmorillonitas (Ramos y Hernandez, 1996), bentonitas (Veldman, 1992; Schell et al.,
2000), zeolitas (Piva et al., 1995), carbones activados (Galvano et al., 1996; Diaz et al.,
2004) y glucomananos esterificados de la pared celular de levaduras (Aravind et al.,
2003) tienen una alta afinidad de unién por las aflatoxinas, tanto in vitro como in vivo,

disminuyendo los niveles de AFM; en la leche.
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OBJETIVOS
- Evaluar la eficiencia de un secuestrante comercial de aflatoxinas para reducir
los niveles de AFM; en la leche de vacas expuestas a alimentos contaminados

naturalmente con AFB;.

- Evaluar la eficiencia del secuestrante comercial de aflatoxinas para reducir
sus efectos toxicol6gicos y el impacto sobre los parametros productivos, reproductivos

y sanitarios de las vacas lecheras.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Animales y dieta

Se utilizaron 60 vacas en lactancia, divididas en dos grupos, T1= grupo control
sin secuestrante (n=30); T2= grupo tratado con secuestrante comercial (n=30), con
base al numero de partos, produccion de leche, dias en lactancia y condicién corporal.
Las vacas fueron asignadas de manera aleatoria en ambos grupos en funcion del
cronograma de partos.

Cada uno de los animales fue monitoreado a lo largo de la lactancia, dividida
en 10 periodos: (-1) 15 dias pre-parto, (0) parto, (1) 15 dias post-parto, (2) 30 dias
post-parto, (3) 60 dias post-parto, (4) 90 dias post-parto, (5) 120 dias post-parto, (6)
150 dias post-parto, (7) 180 dias post-parto y (8) al secado.

Las vacas fueron alimentadas con dietas contaminadas naturalmente con
micotoxinas. Los ingredientes y cantidades de la dieta suministrada a las vacas en
lactancia se muestran en la Tabla 32. La dieta para vacas lecheras se formul6 de
acuerdo a los requerimientos nutricionales recomendados por National Research

Council (NRC, 2001) en funcion del nivel de produccion de leche y el peso corporal.
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Se utilizé un secuestrante comercial “Antitox Coo Pil’ formulado a base de 60%
de Zeolita y 40% de Pared Celular, destinado a la absorcion de AFM;. El ensayo se
llevé a cabo en un sistema de ordefio robotizado el cual permitié administrar una dosis
de 20 gramos/vaca/dia a través de una tolva de dosificacion automéatica adicional en el

box de ordefio donde se suministra el alimento balanceado.

Tabla 32: Composicién promedio de la dieta suministrada a las vacas
del grupo control y tratado durante los 20 meses

Ingredientes Pr\llrgf::;a Otofio-Invierno
Kg de MS/vaca/dia

Silaje de maiz 2,5 6,4
Silaje de trigo 2,5 -
Semilla de Algodon 2,2 2,2
Harina de soja 1,5 1,7
Pgllet de girasol/Cascara de > >
soja

Balanceado comercial 53 6,2
Pastura alfalfa/avena 6 3
Heno de alfalfa 1,5 2
Total 23,5 23,5

Referencia: MS= Materia Seca

2.2. Muestreos

2.2.1. Alimentos

Un total de 60 alimentos fueron muestreados mensualmente durante 20 meses
para la determinacién de Aflatoxina B (AFB;). El procedimiento para la determinacién

de AFB; en los alimentos fue detallado en el Capitulo I.

2.2.2. Leche

Se tomaron un total de 540 muestras individuales de leche de vaca en cada
periodo descripto para la determinacion de aflatoxina My, a excepcion del periodo (-1).

La metodologia de analisis fue descripta en el Capitulo .
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2.2.3. Sangre

Se analizaron un total de 600 muestras de sangre de vaca individual en cada
periodo descripto para analisis de componentes bioquimicos de la misma.

Para ello, se realizaron extracciones de 5 ml de sangre por puncién yugular con
agujas estériles, previa desinfeccion de la zona con alcohol 96°. La sangre extraida se
colocd en tubos de centrifuga para la obtencion de suero, donde posteriormente
permanecié en estufa a 37°C durante 2 horas para favorecer la coagulacion.
Seguidamente fueron colocadas en refrigeracién a 5°C para la retraccion del coagulo.
Finalmente las muestras fueron centrifugadas durante 15 min a 2500 rpm hasta
separacion de fases. El suero se traspaso a tubos eppendorf correctamente rotulados.
Todas las muestras se conservaron congeladas a -20° hasta su posterior analisis.

En suero, se analizaron distintos indicadores para comprobar los efectos de los
tratamientos sobre la funcién hepatica: Bilirrubina Directa (BD), Indirecta (Bl) y Total
(BT) fueron determinadas mediante método colorimétrico, Gamma Glutamil
Transpeptidasa (GGT) y Acidos Grasos No Esterificados (NEFA) fueron determinados
por método espectrofotométrico, transaminasa oxalacética glutamica (GOT) por
método UV optimizado (IFCC), Acido B-Hidroxibutirico (BHBA) por método enzimatico.
Los indicadores del estado energético mas comunmente utilizados son las
concentraciones de NEFA y BHBA durante el periodo puerperal de la vaca, por lo que

unicamente fueron medidos durante los periodos 0, 1 y 2 de este ensayo.
2.3. Tasa de transferencia de AFB; a AFM; en leche

La tasa de transferencia fue calculada como se describié en el CAPITULO I. Es

decir, a partir de los datos de consumo y concentracion de AFB; en los alimentos de
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las vacas y de la produccién y concentracion de AFM; en la leche producida por las

mismas, se calcul6 la proporcion de AFB, que fue excretada en leche como AFM;.

— Excrecion de AFM1 leche (ug/vaca)

AFB1 ingerida (ug/vaca)
Donde la excrecion de AFM; en la leche y la AFB; ingerida, se calculan como:

Excrecion (ug/vaca) = AFM1 leche (ug/l) * Produccion leche (l/vaca)

Ingesta AFB1 (ug/vaca) = AFB1 alimentos (%) * consumo de alimento (Kg/vaca)

2.4. Indicadores productivos, reproductivos y sanitarios

Con el objetivo de evaluar el efecto de las aflatoxinas sobre la performance de
las vacas y la respuesta inmune a lo largo de la lactancia, mensualmente se monitore6
en las vacas los siguientes eventos patolégicos diagnosticados por un profesional

veterinario, los cuales fueron clasificados como:

- Patologias de la glandula mamaria: Mastitis

- Patologias dérmicas: Dermatitis, Ulcera en glandula mamaria, absceso en
ubre.

- Patologias podales: Contusion solar, ulcera interdigital, Glcera coronaria,
fisura en muralla, laminitis.

- Patologias uterinas: endometritis, metritis, retencion de membranas fetales,
involucion uterina lenta.

- Aborto

- Patologias metabdlicas y digestivas: acidosis, caida de produccién,
indigestién ruminal, hipocalcemia, diarreas con disminucién de produccion,
desplazamiento de abomaso.

- Patologias ovaricas: quistes ovaricos.

Adicionalmente, se relevaron para cada periodo otros indicadores como:

condicion corporal (escala 1 al 5), recuento de células somaticas en leche (cel./ml),
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produccion de leche (litros/dia), grasa en leche (%), proteina en leche (%) y consumo

de alimentos (Kg MS/vaca/dia).
2.5. Andlisis estadistico

La diferencia entre los tratamientos se evalué mediante modelos lineales
generalizados (MLG) con medidas repetidas para los distintos periodos muestreados.
Las funciones de enlace fueron definidas de acuerdo a la distribucion de frecuencias
de las variables de resultado. Los andlisis estadisticos se realizaron con el software

InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Alimentos
La presencia natural de AFB; en la dieta suministrada a todas las vacas en
lactancia fue, en promedio, de 2,31 + 1,64 ug/kg de materia seca. El consumo de
materia seca (MS) promedio fue de 23,5 * 2,6 kg de MS/vaca/dia.
Las concentraciones promedio de AFB; para las pasturas, balanceado

comercial y PMR se muestran en la Tabla 33.

Tabla 33: Media (M) + desvio estandar (DE), minimo (Min.) y maximo (Max.) niveles de
aflatoxina B4 (pg/kg) en los alimentos evaluados durante 20 meses

N2 de Exceden el limite, n
o/ \a
Alimentos n  M+DE  Min Max |nuestras (%)
positivas, n
(%) 20 ug/kg 5 ug/kg
Pasturas 20 2,36+x202 03 74 11 (55) 0 (0) 3 (15)
Balanceado 20 1,24+086 00 25 3 (15) 0 (0) 0(0)
PMR"® 20 3,34+204 00 7,0 9 (45) 0(0) 3 (15)
Promediodieta 60 2,31+1,64 00 74 23 (38) 0(0) 6 (10)

#Limite del MERCOSUR (20 ug/kg)/ Limite Unidn Europea (5 pg/kg)
° PMR= Racién Parcialmente Mezclada

La Union Europea (UE) (Directiva 2002/32/CE) y el MERCOSUR (MERCOSUR
GMC/RES. N° 25/02) determinan un nivel maximo de 5 y 20 pg/kg de AFB; en los

alimentos para el ganado lechero, respectivamente. En este estudio, el 10% de los
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alimentos ofrecidos al ganado lechero excedi6 el valor establecido por la UE, pero
ninguno de ellos, el valor establecido por el MERCOSUR (Tabla 33).

Los mayores valores de AFB; se detectaron en la PMR, seguidos por lo
hallados en las pasturas, lo cual coincide con los resultados que se obtuvieron en
relevamientos anteriores (Gaggiotti et al., 2001; Michlig et al., 2016). Sin embargo, las
concentraciones naturales de AFB, en la dieta de vacas lecheras fueron, en términos

generales, bajas.

3.2. Efectos del secuestrante sobre la concentracion de AFM, en leche y la

tasa de transferencia

Los niveles promedio de AFM; observados en el grupo control y tratado fueron
de 0,016 £+ 0,002 ug/l y 0,008 + 0,001 ug/l, respectivamente. Las concentraciones de
AFM; en la leche mostraron una reduccién significativa (P< 0,001) cuando las vacas

recibieron 20 g/vaca/dia de secuestrantes en la dieta (Tabla 34).

Tabla 34: Concentracion de AFM; en leche, tasa de conversion de AFB; a AFM; en la leche y
porcentaje de reduccién de AFM; (%) en el grupo control y tratado.

Concentracion Excrecion Tasa de % de reduccion de
AFM; en leche AFM; en transferencia Tasa
Grupos (ug/) leche (%) AFM:eN  transterencia
(ng/dia)
Control 0,016 0,551 2,19 - -
Tratado 0,008 0,272 0,77 50 65

Los valores de AFM; en la leche de las vacas sin incorporacién de
secuestrantes en la dieta fueron similares a los obtenidos en los diferentes ensayos
que formaron parte de esta tesis, presentados en los capitulos | y Il, y a los reportados
por la bibliografia (Lépez et al., 2003).

Aun con bajas concentraciones de AFB; presentes en los alimentos, se detecto
la presencia de AFM; en la leche por sobre el limite establecido por la Uniéon Europea
(UE) de 0,05 ug/l, en 14 muestras de leche de vaca individual (EC N° 1881/2006). Las
mismas fueron detectadas en el grupo control (n=11) en diferentes periodos de
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muestreo y en el grupo tratado (n=3) en dias posteriores al parto (periodo 0), es decir
al inicio de ensayo. Sin embargo, todas las muestras de leche de vaca individual
presentaron niveles de AFM; por debajo de los niveles establecidos por la legislacion
del MERCOSUR (0,5 pg/l) (MERCOSUR GMC/RES N° 25/02).

Si bien, los valores de concentracién promedio de AFM; en ambos grupos
fueron bajos, el efecto del secuestrante permitié obtener concentraciones de 6,2 veces
por debajo del limite establecido por UE (0,05 pg/l) y de 62 veces inferior al limite
establecido por el MERCOSUR (0,5 ug/l).

La tasa de transferencia promedio fue de 2,19% y 0,77% en el grupo control y
tratado, respectivamente, presentando diferencias estadisticamente significativas (P<
0,001) indicando que existe un efecto del secuestrante sobre la transferencia a leche
de la aflatoxina presente en los alimentos (Tabla 34). Estos valores estuvieron de
acuerdo con los mencionados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA, 2004) como predecibles para las tasas de transferencia en vacas lecheras (1-
6%).

En la Figura 14 se muestra la evolucion de la excrecion de AFM; en leche y la
produccion diaria por vaca, a lo largo del periodo de lactancia del grupo control y
tratado. Como se puede observar, ambos grupos al inicio de lactancia (periodo 0)
tuvieron una excrecion inicial en leche de 0,45 (ug/dia), producto de una concentracién
inicial de 0,016 pg/l en leche y una produccién diaria de 23,4 I/dia. A medida que
avanzo la etapa de lactancia, el efecto del secuestrante en el grupo tratado redujo la
excrecion en leche a niveles de 0,04 ug/dia independientemente de los niveles de
produccion de leche. Por el contrario, la excrecion de AFM; en leche en el grupo
control varié de acuerdo a la curva de produccion de leche alcanzando niveles de 0,4
pg/dia al final de la lactancia.

Varios estudios (Battacone et al., 2003; Masoero et al., 2007; Fink-Gremmels,
2008; Britzi et al, 2013) afirman que la tasa de transferencia aumenta
exponencialmente con la produccion de leche, lo cual fue observado en este trabajo
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para el grupo control. Sin embargo, cuando se agrega secuestrante a la dieta de vacas
lecheras, la tasa de transferencia se hace insensible al nivel productivo de las vacas.
La produccion de leche ha sido identificada como los principales factores que
contribuyen al aumento de la tasa de transferencia (Veldman et al., 1992; Masoero et
al., 2007), al igual que lo observado en el capitulo |l de esta tesis, donde se encontro
que la tasa de transferencia estaba condicionada, entre otros factores, por la
produccion de leche. Por lo tanto, estos resultados indicarian que la adicion de
secuestrantes en la dieta permitiria reducir la tasa de transferencia

independientemente del nivel productivo de las vacas lecheras.
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Figura 14: Evolucién de la excrecion de AFM; en leche y la produccién de leche
durante el periodo de lactancia de las vacas en el grupo control y tratado.

En varios estudios se han utilizado productos adsorbentes organicos o
inorganicos para estudiar sus efectos sobre la transferencia de AFB; presente en la
dieta a AFM; en la leche con reducciones de AFM; dispares. Stroud (2006) compar6 8
agentes secuestrantes, incluidos 3 combinaciones de productos de levadura y arcilla 'y

5 productos de arcilla y revel6 que una de las combinaciones levadura-arcilla y tres
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productos de arcilla redujeron en un 40% la concentracién de AFM; en la leche con
dosis del 0,5% (100 g/vaca/dia) de la dieta de vacas lecheras, las cuales ingirieron 170
Mg de AFB4/kg de MS. Kutz et al. (2009) agreg6 una preparacion de cultivo celular de
levadura modificada al 0,56% (12 g/vaca/dia) a la dieta y caus6 una reduccién del 4%
en la concentracién de AFM; en la leche en vacas lecheras que recibieron 112 ug de
AFBi/kg de MS. Queiroz et al. (2012) encontraron una reduccién del 17% de AFM; en
la leche en respuesta a la adicién de aluminosilicatos de calcio y sodio hidratados al
0,2% Yy 1% (5 y 20 g/vaca/dia) de la dieta.

Battacone et al. (2009) y Firmin et al. (2011), después de agregar pared celular
de levadura (12 g/vaca/dia) y levadura seca (2 g/kg de MS) en dietas que contenian
aflatoxina (60 ug de AFBs/kg de MS), no afectaron la concentracion de AFM; en la
leche de ovejas lecheras. Diaz et al. (2004) informaron que tres productos de bentonita
de sodio y un producto de la pared celular de levadura redujeron la concentracién de
residuos de AFM; en la leche en un 50 a 65% a dosis de 10 g/dia adicionado a una
dieta de vacas lecheras contaminada con 55 ug de AFBi/kg de MS. Un estudio
reciente de Xiong et al. (2015) mostraron que un producto a base de levadura y
montmorillonita sodica redujo la transferencia de aflatoxina a la leche en un 17% a una
dosis de AFB; baja (20 pg/ kg) pero no tuvo efecto a una dosis de AFB; alta (40 ug/kg)
con reducciones de sélo 2%. Es decir, que los agentes secuestrantes de la pared
celular de la levadura han secuestrado efectivamente AFB; cuando la concentracion
de toxina en la dieta fue menor (Diaz et al., 2004; Xiong et al., 2015).

Los resultados obtenidos por Diaz et al. (2004) coinciden con lo hallado en
nuestro estudio, con concentraciones naturales de AFB; en la dieta muy inferiores.
Ademas, en este experimento se obtuvo una tasa de transferencia en el grupo control
(sin adiciébn de secuestrante) de 2,25%, similar a la obtenida en este estudio. Los
valores de tasa de transferencia (0,95%, 0,78% y 1,13%) asi como las reducciones
(61%, 65%, 50%) alcanzadas en los tres tratamientos probados fueron similares a las
obtenidas en este estudio.
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Segun Xiong et al. (2015), la variabilidad de los datos informados sobre el
efecto protector de los secuestrantes (principalmente levaduras) contra la excrecion de
AFM; en la leche en diferentes estudios puede estar relacionada con las diferencias en
las especies animales utilizadas en los experimentos y en la composicidon de los
productos probados.

En comparacion con las especies monogastricas, los animales rumiantes
generalmente se consideran menos susceptibles a los efectos adversos causados por
la contaminacién de los alimentos con aflatoxinas. Esto se basa en el supuesto de que
la flora del rumen degradara e inactivara las micotoxinas, protegiendo asi al animal.
Sin embargo, las aflatoxinas resisten la degradacion del rumen debido a que los
rumiantes tienen un metabolismo complejo y muchos factores pueden influir en la
capacidad de adsorcion en el tracto gastrointestinal, causando distintos signos clinicos

de intoxicacion (Fink-Gremmels, 2008).

3.3. Efectos del secuestrante sobre la performance productiva y sanitaria

de las vacas

No hubo diferencias significativas entre el grupo control y tratado en cuanto al
consumo de MS, ingesta de AFB;, produccion de leche, composicién quimica de la
leche (contenido de grasa, proteina), recuento de células somaticas y condicién

corporal (Tabla 35).

Tabla 35: Medias * desvio estandar de consumo de materia seca (MS), ingesta de AFB4,
produccién y composicion de leche y recuento de células somaticas (RCS) en el grupo control y
tratado.

Parametros Grupo Control Grupo Tratado P-valor
Consumo (Kg MS/vaca/dia) 23,07 £ 4,62 22,95 + 4,54 0,660
Ingesta AFB; (ug/dia) 43,83 + 37,46 40,46 £ 35,41 0,326
Produccion de leche (l/dia) 34,15+ 13,93 33,65+ 11,88 0,798
Grasa (%) 4,08 £ 0,75 3,35 + 0,80 0,288
Proteina (%) 3,28 £ 0,36 3,34 + 0,37 0,321
RCS (cel.x10%/ml) 228 + 55 141 £ 27 0,158
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La bibliografia menciona que las principales manifestaciones de la aflatoxicosis
en las vacas lecheras incluyen una disminucion en el consumo de alimento, reduccion
de la produccion de leche y cambios en su composicion quimica (Gongalves et al.,
2015a). Sin embargo, algunos estudios han informado resultados contradictorios sobre
los efectos de la AFB; en la ingesta de materia seca, produccién y la composicion de
la leche, realizados con distintos secuestrantes (principalmente a base de arcillas y
extractos de levaduras). Gongalez et al. (2004) observaron que 76,4 ug de AFB,/kg en
la dieta de vacas lecheras durante 6 meses eran suficientes para reducir la produccion
de leche.

Hallazgos similares fueron reportados por Queiroz et al. (2012), con vacas que
recibieron 75 yg de AFBs/kg de MS durante un periodo de 12 dias con adicion de
diferentes dosis de adsorbente (arcilla como ingrediente principal; 0,2 0 1% de MS),
con niveles mas bajos de grasa y proteinas de la leche, pero sin efectos sobre la
produccion y la ingesta de MS. En contraste, Kutz et al. (2009) encontraron que las
vacas lecheras alimentadas con 112 ug de AFB/kg de MS durante 28 dias con dosis
de secuestrantes a 0,56% de MS no tuvieron ninguna alteraciéon en el consumo de
alimento, produccién de leche, porcentaje de grasa y proteina de la leche y recuento
de células somaticas. Al igual que Xiong et al. (2015), en un ensayo con vacas
lecheras alimentadas con dietas contaminadas a niveles de 0, 20 o 40 ug de AFB,/kg
de MS con dosis de secuestrantes a 0,25% de MS, reportd que no existen efectos
significativos sobre la ingesta de materia seca, la produccion y composicion de la
leche. Estos ultimos estudios (Kutz et al., 2009; Xiong et al., 2015), coinciden con lo
observado en el presente trabajo con una contaminacion natural de AFB,y dosis de

secuestrante incorporadas a la dieta (0,1% de MS) muy inferiores.

3.4. Efectos del secuestrante sobre indicadores de salud hepatica
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Los parametros medidos en sangre de las vacas lecheras del grupo control y
tratado se muestran en Tabla 36. No se observaron cambios estadisticamente
significativos en ninguno de los parametros evaluados sugiriendo que a las dosis
naturales de AFB; a las que se encuentran expuestas las vacas lecheras, no afectaria

la funcién hepatica o la condicion inmune en el medio interno de la vaca.

Tabla 36: Parametros sanguineos y condicion corporal (CC) medido en vacas lecheras del
grupo control y tratado

Parametros Grupo Control  Grupo Tratado  p-valor Valor referencia
Bilirrubina directa (mg/dl) 0,09 + 0,002 0,10 £ 0,002 0,130 0,20
Bilirrubina indirecta (mg/dl) 0,16 £ 0,005 0,16 £ 0,005 0,368 -
Bilirrubina total (mg/dl) 0,25 + 0,008 0,26 £ 0,007 0,253 0,40
GOT (U/L) 90,57 £ 2,57 97,99 £ 4,29 0,138 <95
GGT (U/L) 30,22 £ 1,71 33,75 + 3,97 0,415 <30
NEFA (meg/l) 0,67 = 0,05 0,77 £ 0,08 0,268 0,1-0,9
BHB (mmol/l) 0,44 + 0,02 0,60 £ 0,11 0,152 >1,2 - 22,5
CC 2,78 £ 0,33 2,71 £0,29 0,351 2,75-3

* Cetosis sub-clinica: >1,2 mmol/l - Cetosis clinica: 22,5 mmol/L

Los parametros GOT, GGT vy bilirrubina se han propuesto como indicadores de
la funcién hepéatica deprimida (Miller et al., 1981). Esta condicion, afecta la regulacién y
coordinaciéon del metabolismo de lipidos durante el periodo de transicién de la vaca,
componente importante en la adaptacién requerida para la lactancia (Noro y Bardoza,
2012). Una falla en estos mecanismos de compensacion energética que inducen a la
vaca a un balance energético negativo (BEN), causan cetosis, trastornos metabdlicos
y deficiente produccién de leche (Ospina et al., 2010).

Los parametros NEFA y BHBA en suero son indicadores de balance energético
negativo en el ganado lechero posparto (Bell, 1995, Herdt, 1997, Overton, 2003).
Debido a este balance de energia negativo, se considera que las vacas en el periodo
de transicion son particularmente sensibles a la exposicion a alimentos contaminados
con aflatoxinas (Fink-Gremmels, 2008).

En este estudio, los valores promedio evaluados en suero estuvieron dentro del
rango fisiolégico a lo largo del periodo experimental, no observandose diferencias

significativas en estos indicadores entre el grupo control y tratado (Tabla 36). Estos
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valores indican que las vacas de ambos grupos no se vieron afectadas en su funcién
hepatica debido a la exposicion natural de AFB, en la dieta, permitiendo un adecuado
balance energético de las vacas lecheras al inicio de la lactancia.

Consistente con el presente estudio, Battacone et al. (2005) informaron que la
ingesta de 12 g/dia de adsorbente (cultivo de levadura seca) no produjo cambios
significativos en las concentraciones de GOT, GGT vy bilirrubina de ovejas lecheras
alimentadas con una dieta contaminada con AFB; (1,13, 2,30 y 5,038 ug de AFB;/kg de
alimento). Xiong et al. (2015) informaron que agregar 20 o 40 pg/kg de AFB; a la dieta
de las vacas lecheras no tuvo ningun efecto sobre las concentraciones de GOT y
GGT.

La bibliografia informa que las dietas contaminadas con aflatoxina B impactan
directamente en la funcion hepatica con la consecuente disminucién de la inmunidad
general del animal, lo que lleva a mayor predisposicion del mismo a contraer
enfermedades (Goncgalves et al., 2015a). La prevalencia de patologias presentadas
por las vacas lecheras durante el periodo de lactancia, se muestran en la Tabla 37. No

se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y tratado.

Tabla 37: Prevalencia (%) de patologias relevadas en vacas del grupo control y tratado a lo
largo del periodo de lactancia.

Patologias Grupo Control Grupo Tratado p-valor
De la glandula mamaria 8 6 0,459
Dérmicas 1 0 0,226
Podales 6 3 0,163
Uterinas 1 3 0,178
Abortos 1 1 0,688
Digestivas y metabdlicas 1 2 0,634
Ovaricas 1 1 0,998

Como se puede observar, no se observaron efectos agudos sobre la salud
animal por el consumo de alimentos contaminados naturalmente con AFB;, debido
probablemente a los bajos niveles al que se encuentran expuesta las vacas lecheras.
Es decir, cuando las vacas se ven expuestas a estos niveles de contaminacion de la

dieta, los efectos toxicos descriptos por la bibliografia (Marin et al, 2002) no se
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observan, pudiendo reducirse a efectos de tipo crdnico que no fueron objeto de la

presente tesis.

3.5. Impacto de la aplicacion de secuestrantes sobre la salud publica

Se realizé un andlisis de escenario, que se utiliza para modelar el efecto que
tendria la aplicacion de alguna medida de manejo, en este caso la aplicacion de
secuestrante a la dieta de vacas lecheras, sobre la concentracion de AFM; en la leche.
Considerando la reduccién que se produce en la tasa de transferencia de AFB; a
AFM; al agregar el secuestrante, se model6 por un lado, que porcentaje de leche
producida en Argentina superaria los limites establecidos por las regulaciones
internacionales y por el otro, la ingesta diaria estimada (IDE) de AFM; por el consumo
de leche en nifios de 6 a 23 meses de edad, determinada en el capitulo Ill como la
poblacién mas expuesta a esta toxina.

Los valores que superan las normativas internacionales para aflatoxina M; en
leche provenientes de datos relevados en la Cuenca Lechera Central de Argentina, sin
la utilizacion de secuestrantes fueron estimados en 43% y 24,9% para los limites
establecidos por la Unién Europea para leche fluida (0,05 pg/Kg) y leche destinada a
férmulas infantiles (0,025 ug/Kg), respectivamente. Los datos obtenidos simulando la
incorporacion del secuestrante a la dieta de las vacas lecheras permitirian reducir los
porcentajes de leche que superan estos limites a 17,54%y 7,26 %, respectivamente.

De igual manera, pero considerando los limites establecidos por EE.UU vy el
MERCOSUR para leche fluida (0,5 pg/Kg), con la incorporacion del secuestrante a la
dieta de las vacas lecheras lograriamos reducir el porcentaje de leche que supera este
limite al 0,2%, valor que ascendia a 0,9% sin la adicién de secuestrante.

La IDE promedio sin la adicién de secuestrantes en la dieta de las vacas
lecheras fue estimada en 1,4 x 10° pg/Kg peso corporal/dia. Por su parte, la IDE

promedio fue de 5,2 x 10 ug/kg peso corporal/dia cuando se simulé la adicién de
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secuestrantes en la dieta de las vacas lecheras. En este sentido, la probabilidad de
que la ingesta diaria de los nifios de 6 a 23 meses superara la ingesta diaria tolerable
(IDT) de 0,0002 pg/kg de peso corporal/dia, fue estimada en un 46,2% y 33,1%,
respectivamente.

Tomando en cuenta los datos anteriores es posible calcular el nimero de nifios
expuestos a IDE superiores a la IDT y su impacto en salud publica. De acuerdo al
censo nacional 2010 (INDEC, 2010) en el pais hay 2.029.712 nifios entre 0 y 23
meses de edad. Se puede estimar entonces la cantidad de ninos que superarian la
IDT de AFM; a partir del consumo de leche o productos lacteos en funcién del uso o
no de secuestrantes en la alimentacion de las vacas lecheras. Si las vacas no
consumen secuestrantes, el numero de nifios con IDE>IDT se estima, en promedio, en
937.726, mientras que, si las vacas fueran suplementadas con secuestrantes, el
namero de ninos expuestos se reduciria a 671.834, es decir, 265.892 nifos menos

expuestos.

4. CONCLUSIONES PARCIALES

La administracidn de secuestrante a razon de 20 g/vaca/dia en dietas
naturalmente contaminadas con bajos niveles de AFB; redujo la concentracién de
AFM; en leche y la tasa de transferencia respecto a las vacas que no lo recibieron.

La inclusion de un secuestrante en la dieta de vacas de vacas lecheras de alta
produccion no afecté la ingesta de materia seca, la producciéon y composicion de la
leche, el recuento de ceélulas somaticas, ni la funcién hepatica a lo largo de la
lactancia, probablemente debido a los bajos niveles de AFB; en dietas naturalmente
contaminadas.

A estos niveles de exposicion a los que se encuentran expuestas las vacas
lecheras, no se apreciaron efectos metabdlicos ni sanitarios sobre las mismas. Esta
situacion, de falta de signos clinicos en las vacas, dificulta el poder de convencimiento

de los productores para la utilizacién del secuestrante en la dieta, y por ende, reducir

167



los niveles de AFM; en la leche por su potencial impacto sobre la salud publica y el
comercio internacional de lacteos.

Sin embargo, situaciones como la alta variabilidad en las condiciones climaticas
sufridas en los Ultimos afios que predisponen a los hongos a condiciones de estrés
generando la toxina, sumado a que los granos y subproductos de alta calidad se
destinan a monogastricos y los de menor calidad a rumiantes, las vacas lecheras de
alta produccion podrian sufrir algun efecto en su salud por lo que se hace necesario
incorporar secuestrantes a la dieta para reducir la transferencia de toxinas dentro de la
cadena alimentaria.

La incorporacion de esta medida de manejo, ademas podria mejorar la salud
publica reduciendo los porcentajes de exposicion de la poblacion mas susceptible al
efecto de las micotoxinas por el consumo de leche y productos lacteos. Por otra parte,
la reduccion de los limites de AFM; debajo de los establecidos por la regulaciones
internacionales permitiria mejorar la performance externa y acceder a mercados para
leche, productos y subproductos lacteos como por ejemplo, el concentrado de
proteinas de suero, que ocupa el segundo lugar en las exportaciones de nuestro pais
después de la leche en polvo con mercados importadores exigentes debido a su

destino en la alimentacion infantil.
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CONCLUSIONES FINALES

La prevalencia y los niveles de los contaminantes evaluados, en la leche
producida y comercializada en Argentina no es un problema de relevancia. Sin
embargo, dado que los requisitos de calidad son cada vez mas estrictos, cualquier
reduccion de los limites normativos internacionales tendria un grave impacto en la
produccion nacional. Por esa razén, Argentina deberia mejorar su programa de

monitoreo de contaminantes.

Los factores de riesgo identificados en los establecimientos, que explican la
presencia de los contaminantes en la leche, estuvieron asociados a la implementacion
de practicas de manejo inadecuadas. La semilla de algoddn fue el ingrediente de
mayor riesgo en las dietas de ganado lechero y las condiciones de almacenamiento de
los subproductos en los establecimientos se asociaron a la presencia de AFM; en
leche.

Se demostro la presencia de diferentes insecticidas en muestras de alimentos
de origen animal, aunque los niveles detectados no representan riesgos considerables
para la salud de los consumidores. De todos los plaguicidas evaluados, sélo uno
superd los limites maximos permitidos establecidos para leche. La presencia de
plaguicidas en la leche estuvo asociada a la falta de registro de las aplicaciones y de
cumplimento de los tiempos de carencia establecidos para los plaguicidas.

Se detectaron altos contenidos de nitratos en las muestras de agua de la region
bajo estudio y los factores de riesgo estuvieron ligados a caracteristicas constructivas
de los pozos de abastecimiento de agua y la distancia y ubicacién de los mismos
respecto a posibles fuentes de contaminacion como corrales de encierre de los

animales o pozos ciegos.
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Si bien no se hallo una correlacion entre el contenido de nitratos en leche y en
agua, y entre esta ultima y aspectos microbiologicos, la mayoria de las muestras
estuvieron contaminadas con bacterias del grupo coliformes, representando un alto
riesgo sanitario, asociado a los factores enumerados. En este sentido, se requiere la
puesta en marcha de un plan de buenas practicas lecheras basadas en los factores
identificados para minimizar los riesgos y asegurar una salud adecuada del ganado

lechero y la poblacion.

La tasa de transferencia de la aflatoxina B contenida en los alimentos hasta
aflatoxina M, en la leche estuvo asociada al nivel productivo de las vacas lecheras y al
tamano de particula de la racién ofrecida a las mismas. Se comprobd que incorporado
mejoras en la calidad de la dieta ofrecida, la tasa de transferencia se redujo a la mitad.

La AFM; tuvo un comportamiento diferencial pudiéndose reducir o concentrar
respecto a los niveles presentes en la leche original con la cual fueron elaborados los
distintos productos lacteos. Se demostr6 que debido a la solubilidad en agua de la
AFM;, se pueden lograr reducciones de la toxina en leche en polvo, obteniéndose
concentraciones de por debajo de los limites establecidos internacionalmente. Por otro
lado, en el caso de los quesos, AFM; incrementa su concentracidn respecto a la leche
original debido a su afinidad con la fraccion de caseina de la leche. Los quesos duros
presentan mayores concentraciones que los quesos blandos, debido probablemente a
la pérdida de humedad. Sin embargo, una gran proporcion de AFM; migra hacia el
suero.

El destino de AFM; durante el fraccionamiento del suero de queso por
tecnologias de membranas indica que las mismas pueden migrar, casi en partes
iguales, hacia el permeado y el concentrado de proteinas de suero. Por ende, la toxina
podria estar presente en productos lacteos elaborados a partir de leche naturalmente
contaminada a niveles bajos y su presencia no debe subestimarse, ya que puede tener

un grave impacto la salud publica donde la leche y los productos lacteos son
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consumidos por todos los grupos de edad en el mundo, incluidos los bebés y los nifios.
Ademés, productos como el suero, que antes se consideraba un desecho del proceso
de elaboracién de quesos, ahora se utilizan en la alimentacién animal y como
suplementos nutricionales para humanos.

La ingesta diaria estimada de AFM; es més alta que la ingesta permisible
recomendada en las categorias de poblacion infantil evaluada, siendo mas baja para la
poblacién adulta. Aun asi, los nifios, considerados la poblacion mas susceptible, no
estarian expuestos a un riesgo significativo por los efectos de AFM; a través del
consumo de leche, aunque esta situacién deberia evaluarse a lo largo del tiempo,
implementando medidas destinadas a minimizar los riesgos para la salud humana
debido a las micotoxinas.

La dieta del ganado lechero presenta niveles de aflatoxinas bajos, siendo los
silajes, pasturas, balanceados comerciales y semilla de algodén los ingredientes de las
dietas més correlacionados con el nivel de aflatoxinas en la leche. Aun asi, su
presencia esta sujeta a una serie de factores: condiciones climaticas variables
experimentadas en los ultimos afos con mayor prevalencia de aparicién de la toxina
en forrajes verdes, la mayor intensificacion de los sistemas productivos lecheros con
un mayor uso de alimentos cosechados y almacenados en condiciones muy
diferentes. Otro aspecto relevante es la utilizacién de granos y subproductos de menor
calidad utilizados para rumiantes, producto de la seleccidén de alimento de alta calidad
para monogastricos debido a la susceptibilidad de esta categoria animal a las
micotoxinas.

Los resultados de este estudio remarcan la necesidad de establecer programas
de monitoreo y control de estos alimentos, ademas de la implementacién de buenas
practicas de manejo para prevenir y/o inhibir el crecimiento de hongos (mejorar las
condiciones de cosecha y post-cosecha y las practicas de almacenamiento) o agregar

secuestrantes en las dietas que permitan bloquear la accién de las micotoxinas.
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El uso de secuestrantes en la dieta del ganado bovino lechero contaminada
naturalmente con AFB;, gener6 una reduccion marcada en la tasa de transferencia de
AFB; a AFM;, lo que permite adecuar los niveles de esta micotoxinas a los estandares
internacionales para productos y subproductos lacteos. Por otro lado, se comprobé un
impacto beneficioso en la salud publica, reduciendo los porcentajes de exposicion de
la poblacién mas susceptible al efecto de las micotoxinas por el consumo de leche y

productos lacteos.
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Anexo I: Cuestionario para la evaluacion de practicas de manejo

CUESTIONARIO: EVALUACION DE PRACTICAS DE MANEJO

FECHA:

PRODUCCION DIARIA (litros / dia promedio anual): ................c.ccocoooii

SUPERFICIE TOTAL DE LA EXPLOTACION (en ha) (propia + arrendada):........... ..

SISTEMA DE PRODUCCION:

TAMBO

TAMBO-CARNE
TAMBO-CARNE-AGRICULTURA
TAMBO-AGRICULTURA

Hnnn

CROQUIS DEL ESTABLECIMIENTO (Ubique todas las fuentes de agua)
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PARTE I: Micotoxinas

1.- Describa qué tipo de racion comen las vacas en ordefo en el establecimiento para
la presente estaciébn del afno. Verifique y especifigue el uso de Suplementos

minerales.
. - Alimentos externos
Alimento originado en (comprados
Lote/s INGREDIENTE Kg/vaca/dia el propio . b ’
L ingresados por
establecimiento i
canje, etc.)

2.- ;Como conserva el heno?

A la intemperie

Bajo techo Otra:

3.- ¢, Con que frecuencia realiza ensilados en su establecimiento?

Siempre

A veces

Nunca

4.- ; Desde cuando incorpord los ensilados a la alimentacién del rodeo lechero?

6.- Tipos de forrajes disponibles, forma de almacenamiento y suministro:

Forrajes
conservados

Forma de
almacenamiento

Uso de Inoculantes

Forma de
suministro

7.- ¢,Conoce lo que son las micotoxinas? SI[ | NO[ ]

8.- ¢ Realizan analisis de micotoxinas a los ingredientes que emplean en las dietas?
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Marque con una
cruz (X)
Siempre

¢,Con qué frecuencia?

A veces

Nunca

9.- Si su respuesta fue “siempre” o “a veces”, detalle a qué tipo de ingredientes le
realiz6 los andlisis, qué micotoxinas solicité analizar y cuales fueron los resultados del
ualtimo andlisis.

INGREDIENTE ANALIZADO CONCENTRACION

10.- ¢Qué decisiones tomd en funcion de los resultados de los analisis realizados?
Detallar cual fue el criterio para determinar si el contenido de micotoxinas era
aceptable o no y qué acciones tomo si el contenido era inaceptable.

11.- ¢ Quién confecciona el silo?

Usted
Contratista
Otro | Detallar: ... oo

12.- ¢ Aplica algun secuestrante en la alimentacion de sus vacas? Sl |:| NO |:|

13. Defina la categoria de extraccion de silaje del establecimiento

BUENA
REGULAR
MALA
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14. Defina la categoria de distribucion de silaje del establecimiento

BUENA
REGULAR
MALA

Criterios para definir las categorias de extraccion:

BUENA:

¢ Silo bolsa sin roturas. Cara expuesta cerrada, con estructura de ayuda (postes, varillas, etc.).

e No se observa agua o efluentes del silo en el lugar de extraccion.
REGULAR:

e Silo bolsa sin roturas. Cara expuesta abierta, sin estructura de ayuda para el cierre (postes,
varillas, etc.).

e Se observa moderada cantidad de efluentes del silo en el lugar de extraccion.
POBRE:

e Silo bolsa con roturas. Cara expuesta abierta.
e Abundante cantidad de agua y efluentes del silo en el lugar de extraccion.
Criterios para definir las categorias de distribucion:

BUENA:

e Comederos en los cuales el alimento no esta en contacto con el suelo.
¢ No hay residuos de alimentos de suministros anteriores.
e Sector de distribucién en lugar alto, con muy baja concentraciéon de barro y bosta y con rotacién
diaria.
e Desecho de la fraccion de silaje que muestra evidentes caracteristicas indeseables.
REGULAR:

e Comederos en los cuales el alimento esta en contacto con el suelo. Hay residuos de alimentos
con evidente deterioro en el sector de distribucion.

e  Sector de distribucion con baja concentracién de barro y bosta y con rotacién periddica.
POBRE:

e Comederos en los cuales el alimento esta en contacto con el suelo. Hay muchos residuos de
alimentos de silaje con evidente deterioro en el sector de distribucién.

e Elevada concentracion de barro y bosta mezclados con el alimento ofrecido. No se rota
periddicamente el lugar de ofrecimiento.

e Sector de distribucién utilizado normalmente como nochero.

e Se ofrece a las lecheras el silaje con evidentes caracteristicas indeseables.

15. Defina como es el almacenamiento de productos y subproductos de la industria

BUENA
MALA

Observaciones:

Criterios para definir las categorias de almacenamiento:

BUENA

e Compra productos y subproductos con una certificacion fiable.

e Contenido de humedad en el momento de la compra de los alimentos recomendado y que se
mantenga en niveles bajos.

« El disefio de las instalaciones de almacenamiento de los alimentos impide el ingreso y
proliferacion de insectos y roedores.

e Los alimentos estan dispuestos sobre tarimas (de madera o plasticas), separadas de paredes,
pisos y techos.
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MALA

e Compra productos y subproductos a proveedores sin una certificacion fiable.

e Los alimentos ingresan con un alto contenido de humedad en el momento de la compra.

o El disefio de las instalaciones de almacenamiento de los alimentos permite el ingreso y
proliferacion de insectos y roedores.

e Los alimentos no estan dispuestos sobre tarimas (de madera o plasticas), separadas de paredes,
pisos y techos.
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PARTE Il: Plaguicidas

1.- ¢ Qué porcentaje de la tierra disponible en su establecimiento es utilizada para
pasturas y qué porcentaje a agricultura?

% pasturas: % agricultura:

2.- CARACTERISTICAS DE LOS CAMPOS COLINDANTES (marcar con una X segin
la caracteristica que posean los campos colindantes):

Agricultura

. . Tambo | Ganaderia Mixto
Cultivo mas importante

Establecimiento ubicado al:

NORTE

SUR

ESTE

OESTE

3.- ¢ Cudles son las plagas mas comunes en sus cultivos?, ;Con qué productos las
trata? (detallar solamente las aplicaciones realizadas en el cuatrimestre previo a la
toma de muestras)

Método de

Cultivo Plaga Producto Dosis aplicacion
(aéreo/terrestre)

4.- ;Su Ing. Agronomo hace un diagnéstico del dafo, receta el producto y especifica el
tiempo de carencia?

Si No

5.- ¢ Cudl es la disposicion final de los envases vacios de agroquimicos?



6.- ¢Lleva registros de los tratamientos aplicados?

Si

7.- El equipo para la aplicacion, es:

No

Propio

Contratado

8.- Independientemente de la respuesta anterior, ¢ Poseen registro?

Si

No
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PARTE Illl: Nitratos y Nitritos

Tipos de fuente de agua del establecimiento

Pozo (Molino)
Bebida animal Perforacién (Bomba)
Otra
Limpi de las Pozo
Impieza Perforacién (Bomba)
instalaciones
Otra
Fuentes Cantidad Capacidad
Molinos Prof. del cilindro (mts.)
Bombas (Litro/h)
Tanque Australiano (Litros)
Bebederos (m°)
Profundidad del pozo: .......... metros.
Profundidad de la napa: .......... metros.
Tipo de construccion del pozo:
Encamisado
No encamisado
Otro
Edad de la perforacion: .......... anos.
Pendiente general del establecimiento
05-1% ] 2-4%[ |
Precipitacion promedio anual (mm/afo): ..........ccccccceeenneee.
En caso de existir; precipitacion promedio mensual:
Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo | Junio | Julio | Agosto | Septiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre
Distancia desde/ a: Tambo Laguna de Corrales de Camara
(metros) efluentes alimentacion séptica
Bebida Animal
Limpieza de Equipos
¢Realiza algun manejo de los efluentes? Sl NO
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¢ Cual es el destino final

de los efluentes?

Laguna

Cuneta

Depésito temporario (Estercolero)

Otro

Tiempo de funcionamiento de cualquier manejo

que realiza; anos.

¢ Separa la parte sélida del liquido?

NO ||

—> N° de lagunas:

¢, Estan impermeabilizadas?

NO

Sl

\

¢Con qué material?

Sl D — ;Qué hace con la fraccion solida?

Fabricacién de Compost
Venta como abono
Aplicacion directa como fe

v

Fabricacién de Lombricompuesto

rtilizante

Transformacion en Biogas

Distribucion con carro volcador en potreros
Distribucion con carro c/dispersores en potreros

¢ Reutiliza los efluentes?

NO ¢, Sobre qué superficie aplica los efluentes y/o
Sl —> . .
residuos solidos?
Superficies Efluente R. solidos
Pasturas
Verdeos
Cultivos para cosecha
Barbechos
Otros
¢ Aplica fertilizantes quimicos en su establecimiento?
NO Detalle:
S| g Fertilizante Dosis Cultivos Frecuencia

de aplicacion
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¢Aplica abonos de excretas de aves?

Indique la ubicacion de la laguna / deposito temporario con respecto a la
perforacion de agua.

Topografia: A nivel |:| Pendiente arriba D Pendiente abajo D
Indique la ubicacion de la laguna / deposito temporario con respecto al tambo.

Topografia: A nivel D Pendiente arriba D Pendiente abajo D
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