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Resumen

Las aflatoxinas son un grupo de compuestos quimicos organicos no proteicos de bajo peso
molecular, producidas principalmente por los hongos Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus y Aspergillus nomius. La AFM1 es un metabolito oxidativo de la Aflatoxina B1,
producida por los animales tras la ingestion de estas, la cual aparece en la leche y la orina.
Las aflatoxinas tienen una gran actividad cancerigena, teratogénica y mutagénica. El
principal sindrome que producen es el hepatotoxico, pudiendo también provocar problemas
renales. Los principales érganos afectados son: higado, rifién y cerebro. La region del Cesar
— Colombia se caracteriza por ser una region con una economia basada en la produccion
ganadera de doble propoésito por las caracteristicas de sus relieves planos que facilitan la
produccion primaria; la raza del ganado resistente a climas tropicales con altos porcentajes
de solidos totales; lo que da pie al interés de los empresarios del pais por generar industrias
lacteas en esta region. Es comdn que en la época de verano se utilicen ensilados de maiz entre
otros, para la alimentacion del ganado vacuno, estos piensos si no son almacenados
adecuadamente en los hatos lecheros traen como consecuencia la presencia de hongos
aflatoxigenicos. Actualmente, no se evidencia ninguna investigacion en la region del Cesar

acerca de la cuantificacion de Aflatoxina M1 (AFM1) en leche cruda.

El objetivo del presente estudio fue cuantificar los niveles de AFM1 en muestras de leche
cruda utilizada como materia prima y leche entera UAT comercializada por Freskaleche
S.A.S. en Aguachica, Cesar; utilizando una columna de inmunoafinidad y cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a un detector de fluorescencia. Se seleccionaron
40 hatos lecheros de la region que suministraron diferentes piensos (ensilado de maiz, heno,
palmiste entre otros) en la época de sequiay se determind la presencia del genero Aspergillus,
arrojando como resultado el 47,5% candidatos de las especies de A. flavus y A. parasiticum.
De dichos hatos se tomaron las muestras de leche cruda y en planta las muestras de leche
entera UAT hasta completar un total de 50 muestras distribuidas 25 en la época de sequia
(Marzo-Mayo de 2016) y 25 en la época de lluvia (Agosto de 2016).

Se encontro que los niveles de AFML1 en la leche cruda fueron estadisticamente mas altos

en la época de sequia (0,0143 a 0,0435 pg/Kg) correspondiente a los meses de Marzo-Mayo,
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que en la época de lluvia (0,00045 a 0,001995 ug/Kg) correspondiente al mes de Agosto. Asi
mismo, para las muestras analizadas de leche entera UAT con un intervalo de 0,02488 a
0,03832 ng/Kg para la época de sequia y 0,00475 a 0,009571 pg/Kg para la época de lluvia.

A pesar de que en ambas épocas las muestras cumplieron con la normativa legal vigente

( Resolucidn 4506 de 2013) para Colombia de 0,5 pg/Kg, el 11,5% de muestras de leche
cruda y el 9,09% de muestras de leche entrera UAT no cumplieron con los valores permitidos
para la exportacion a la Comunidad Econdémica Europea (0.05 pg/L), por lo tanto es
importante tomar medidas preventivas en la elaboracion de ensilados para evitar el

incremento de hongos aflatoxigénicos.

Palabras clave: Aflatoxigénico, Carcinogenicidad, Ensilados, HPLC.
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Abstract

Aflatoxins are a group of organic chemical compounds non-protein of low molecular
weight, mainly produced by the fungus Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus and
Aspergillus nomius. The AFML1 is an oxidative metabolite of aflatoxin B1, produced by
animals after the ingestion of these, which appears in milk and urine. Aflatoxins are
carcinogenic activity, teratogenic and mutagenic. The main syndrome produced is
hepatotoxic, and can also cause kidney problems. The main organs affected are: liver, kidney,
and brain. The region of the Cesar - Colombia is characterized for being a region with an
economy based on dual purpose livestock production by the characteristics of their flat reliefs
that facilitate primary production; the breed of cattle resistant to tropical climates with high
percentages of total solids; What gives rise to the interest of businessmen in the country to
generate dairy industries in this region. It is common to use silage maize include cattle feed
in the summer, these feeds if they are not properly stored in the dairy herds brought as a
consequence the presence of fungi aflatoxigenics. Currently, no evidence no investigation in

the region of Cesar about the quantification of aflatoxin M1 (AFM1) in raw milk.

The objective of the present study was to quantify AFM1 levels in samples of raw milk
used as raw material and milk whole UAT commercialized by Freskaleche S.A.S. in
Aguachica, Cesar; using a column of immunoaffinity and liquid chromatography high
efficiency (HPLC) coupled with a fluorescence detector. Selected 40 herds dairy in the region
that provided different feedstuffs (silage corn, hay, palmiste, among others) in the dry season
and it was determined the presence of the genus Aspergillus, shedding 47.5% resulting
candidates of the species of a. flavus, a. parasiticum. These herds were taken samples of raw
milk and plant samples of whole milk UAT to complete a total of 50 samples distributed 25
in the time of drought (March 2016) and 25 at the time of rain (August of 2016).

AFML1 levels in raw milk were statistically higher in the time of drought (0,0143 to 0,0435
Hg/Kg) for the months of March to may, that ne rainy (0,00045 to 0,001995 ug/Kg) for the
month of August. Thus, for the analyzed samples of whole milk UAT in the range of 0,02488
to 0,03832 ug/Kg for the dry season and 0,00475 to 0,009571 pg/Kg for the rainy season.
While in both seasons samples cumplieron with current legal regulations for Colombia of 0.5
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Hg/Kg, 11.5% of samples of raw milk and 9.09% of milk samples entrera UAT failed with
values permitted for export to the European Economic Community (0.05 pg/L), so it is
important to take preventive measures in the production of silage to avoid the increase of

aflatoxigenicos fungi.

Key words: Aflatoxigenic, carcinogenicity, silage, HPLC.
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1. Introduccion

1.1. Leche.

1.1.1. Concepto. La leche es el producto de la secrecion mamaria normal de animales
bovinos, bufalinos y caprinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o mas ordefios
completos, sin ningun tipo de adicién, destinada al consumo en forma de leche liquida o a
elaboracion posterior (MPS, 2006).

1.1.2. Tipos de leche.

1.1.2.1. Leche cruda. Leche que no ha sido sometida a ningun tipo de termizacion ni
higienizacion (MPS, 2006).

1.1.2.2. Leche higienizada. Es el producto obtenido al someter la leche cruda o la leche
termizada a un proceso de pasteurizacion, ultra-alta-temperatura UAT (UHT),
ultrapasteurizacion, esterilizacion para reducir la cantidad de microorganismos, u otros

tratamientos que garanticen productos inocuos microbiologicamente (MPS, 2006).

1.1.2.3. Leche pasteurizada. Es el producto obtenido al someter la leche cruda, termizada
0 recombinada a una adecuada relacién de temperatura y tiempo para destruir su biota
patdgena y la casi totalidad de biota banal, sin alterar de manera esencial ni su valor nutritivo
ni sus caracteristicas fisicogquimicas y organolépticas. Las condiciones minimas de
pasteurizacion son aquellas que tienen efectos bactericidas equivalentes al calentamiento de
cada particula a 72°- 76°C por 15 segundos (pasteurizacion de flujo continuo) o 61°C a 63°
C por 30 minutos (pasteurizacién discontinua) seguido de enfriamiento inmediato hasta

temperatura de refrigeracion (MPS, 2006).

1.1.2.4. Leche termizada. Producto obtenido al someter la leche cruda a un tratamiento
térmico con el objeto de reducir el nimero de microorganismos presentes en la leche y
permitir un almacenamiento mas prolongado antes de someterla a elaboracion ulterior. Las
condiciones del tratamiento térmico son de minimo 62°C durante 15 a 20 segundos, seguido
de enfriamiento inmediato hasta temperatura de refrigeracion. La leche termizada debe
reaccionar positivamente a la prueba de fosfatasa alcalina, siendo prohibida su

comercializacién para consumo humano directo (MPS, 2006).
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1.1.2.5. Leche ultrapasteurizada. Es el producto obtenido mediante proceso térmico en
flujo continuo, aplicado a la leche cruda o termizada en una combinacion de temperatura
entre 135 a 150°C durante un tiempo de 2 a 4 segundos, seguido inmediatamente de
enfriamiento hasta la temperatura de refrigeracion y envasado en condiciones de alta higiene,
en recipientes previamente higienizados y cerrados hermeéticamente, de tal manera que se
asegure la inocuidad microbioldgica del producto sin alterar de manera esencial ni su valor
nutritivo, ni sus caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas, la cual deberd ser

comercializada bajo condiciones de refrigeracion (MPS, 2006).

1.1.2.6. Leche ultra-alta temperatura UAT (UHT) leche larga vida. Es el producto
obtenido mediante proceso térmico en flujo continuo, aplicado a la leche cruda o termizada
a una temperatura entre 135 a 150°C y tiempos entre 2 y 4 segundos, de tal forma que se
compruebe la destruccion eficaz de las esporas bacterianas resistentes al calor, seguido
inmediatamente de enfriamiento a temperatura ambiente y envasado aseptico en recipientes
estériles con barreras a la luz y al oxigeno, cerrados herméticamente, para su posterior
almacenamiento, con el fin de que se asegure la esterilidad comercial sin alterar de manera
esencial ni su valor nutritivo ni sus caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas, la cual

puede ser comercializada a temperatura ambiente (MPS, 2006).

1.1.3. Historia de la leche. Aungue no se sabe a ciencia cierta cuando tuvo su origen el
consumo de leche de animales domeésticos, existe evidencia de vacas que fueron ordefiadas
tan lejos como 9 mil afios antes de Cristo. En varias partes de la Biblia se hace referencia a
leche, mantequilla y queso. De hecho, quienes escribieron la Biblia mencionan la leche en

maés de 30 ocasiones en el Antiguo Testamento.

La estampa mas antigua de ordefio esta en un panel de piedra de cuatro pies de largo, en
el cual aparecen vacas con sus becerros, hombres que las ordefian, y unas jarras altas en las
cuales echan la leche ordefiada en Ur, la antigua Caldea (Cerca de Babilonia); los griegos
(400 a.C.) la utilizaban con fines medicinales y cosméticos; Hipdcrates la recetaba como

antidoto contra los envenenamientos (Rodriguez, 2008).

En Suiza se encontraron esqueletos de ganado y equipo de hacer queso usados alrededor
de 4 mil afios antes de Cristo (Molina, 2001).
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Por otra parte, griegos y romanos, tan atrds como 1.550 afios a.C. y 750 afios a.C.
respectivamente, muestran que la leche, mantequilla y queso eran articulos esenciales en la
dieta diaria de la poblacion. Los romanos utilizaban los productos lacteos como articulos
importantes para el comercio. Desde Roma, el conocimiento de los productos lacteos se
esparcio por toda Europa. Las vacas lecheras se encontraban por toda Europa desde el
principio de la Era Cristiana. Las vacas y sus productos eran tan importantes para estos
pueblos, que la prosperidad y riqueza se median en términos de cantidad de ganado (Molina,
2001).

Para el afio 800 d.C., el uso del queso era comun en lo que hoy se conoce como Alemania.
Durante el Oscurantismo el arte de producir quesos era mejor conocido y desarrollado en los
monasterios. Los monjes, por varios siglos, fueron lideres en la produccion de quesos, y
fueron responsables de ensefiarlo a los demas. Para el afio 1 mil, el queso se habia convertido
en un importante articulo de intercambio en las ciudades de Europa. Para el siglo 15 ya
existian en Suiza algunos mercados importantes en los que se comerciaba queso, Holanda y
Suiza fueron los dos primeros centros de desarrollo de la industria lechera en Europa (Molina,
2001).

1.1.4. Historia de la leche pasteurizada a ultra alta temperatura (UHT). Los intentos
de esterilizar la comida en contenedores sellados se atribuyeron histéricamente al inventor
francés Nicholas Appert en sus trabajos de investigacion realizados en el siglo XVIII (Orv,
1987). No obstante, algunas investigaciones demuestran que con anterioridad ya se habia
intentado esterilizar recipientes sellados de alimentos (Cowell, 1995). Hacia fines del siglo
XIX, los quimicos alemanes trasladaron este procedimiento a la leche cruda, y por entonces
(antes de Pasteur) empezaron a “sospechar” que los 77 tratamientos térmicos resultaban
eficaces para destruir las bacterias presentes en ella. De este modo, dieron origen no solo a
un importante método de conservacion, sino también a una medida higiénica fundamental

para cuidar la salud de los consumidores y conservar la calidad de los alimentos (ESIL, 2005).

Fue Loius Pasteur (1822-1895) quien, a mediados del siglo XI1X, comprobd que calentar
ciertos alimentos y bebidas a determinadas temperaturas eliminaba los microorganismos.
Acababa de nacer entonces lo que denomind la pasteurizacion. El tratamiento térmico de la

leche cruda sento bases, junto con otros avances técnicos, por su gran expansion en el siglo
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XX. Porque antes, por ejemplo, en la edad media, era fundamentalmente consumida por los

menos favorecidos (Rodriguez, 2008).

La primera pasteurizacién fue realizada el 20 de abril de 1882 por el mismo Pasteur y su
colega Claude Bernard, sometieron a temperaturas moderadas (60 - 65°C) durante un tiempo
determinado, logrando prolongar la vida de la leche sin que sufriera algin tipo de
trasformacion de sus caracteristicas organolépticas. Esto significaba que con el tratamiento
térmico se destruian los microorganismos responsables de las alteraciones que conducian a
la descomposicién de los mismos. Por lo tanto, la pasteurizacion no solo fue un
procedimiento interesante de conservacion, sino también de higienizacion capaz de
garantizar la seguridad a los consumidores frente al contagio de numerosas enfermedades

trasmitidas por la leche contaminada (ESIL, 2005).

El avance cientifico de Pasteur mejoro la calidad de vida al permitir que ciertos productos
alimenticios basicos, como la leche, se pudieran transportar largas distancias sin que la

descomposicion los afectara (ESIL, 2005).

Desde sus origenes, la pasteurizacién se ha asociado con la leche. El primer investigador
que sugirid este proceso para el producto lacteo fue el quimico agricola aleman Franz VVon
Soxhlet en el afio 1886, siendo Charles North quien aplicé dicho método a la leche por

primera vez en el afio 1907.

En 1933, Charles Porcher definio exactamente el objetivo de la pasteurizacion.
“Pasteurizar la leche es destruir en ella, por el empleo apropiado de calor, casi toda su flora
banal y la totalidad de su flora patdgena, procurando alterar lo menos posible la estructura

fisica de la leche, su equilibrio quimico y sus diastasas y vitaminas” (Veisseyre,1988).

En Francia, el principio de la pasteurizacion obligatoria de las leches de mezcla fue
establecido por la Ley 2 de Julio de 1935. A consecuencia de los trabajos de Guttonneau,
Mocquot y Eyrard, el Decreto del 26 de abril de 1939 fijé las condiciones que deben cumplir

las leches pasteurizadas (Veisseyre, 1988).

El proceso VAT o lenta, fue el primer método de pasteurizacion, aunque la industria

alimenticia lo ha ido renovando por otros sistemas mas eficaces (Dalta et al., 2002).
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Burton (1988), investiga sobre la historia de los esterilizadores los cuales fueron
patentados y construidos para calentar leche a temperaturas que van desde los 130°C hasta
los 140°C antes del siglo XIX, curiosamente antes de que sus beneficios fueran entendidos.
La leche esterilizada se desarroll6 industrialmente en el afio 1921, y el proceso de inyeccién
de vapor fue desarrollado en 1927 por G. Grindrod en Estados Unidos. Sin embargo, las
iniciativas mas relevantes que dieron lugar a la comercializacion del método UHT se
empezaron a desarrollar a fines del decenio de 1940, debido a la técnica desarrollada en los
esterilizadores de tubos concéntricos y de vapor de uperizacidon para los sistemas de
produccion de leche. Debe entenderse que los esfuerzos de aquella época fueron muy grandes
en la industria para lograr empaquetar asépticamente la leche, hasta que finalmente se logré

con éxito en el afio 1961.

Asi, la busqueda de un producto que no solo posea calidad, sino también estabilidad
durante su comercializacion, se convierte en un problema tecnolégico complejo y se han
diseflado procesos térmicos como pasteurizacion, de alta temperatura por corto tiempo
(HTST) y de esterilizacion de ultra alta temperatura (UHT), entre otros, cuya denominacion
va a depender de la relacion existente entre la temperatura y tiempo aplicado sobre el
producto. Como ejemplo, el proceso UHT utiliza temperaturas en un rango de 132 a 155°C
por 1 a 5 segundos, con el proposito de reducir drasticamente la carga microbiana (5 a 15
reducciones decimales) y al mismo tiempo minimizando las pérdidas nutricionales y cambios
organolépticos (Dalta et al., 2002). Esto permite extender la vida util del producto hasta en
seis meses, sin embargo, de acuerdo con resultados reportados por Driessen (1983) después
de un proceso UHT quedaria una actividad lipasica y proteasica residual, la que debe ser
reducida si se pretende mantener el producto almacenado por largos periodos de tiempo a
temperatura ambiente. Por ello, la optimizacion del proceso térmico UHT, es de mucho
interés econdmico para el sector (Arteaga et al.,, 1994). Sin embargo, estudios de

optimizacion dinamica aplicados al proceso UHT son escasos (Pagliarini et al., 1991).

1.1.5. Generalidades. La leche de vaca es el principal tipo de leche utilizada para
consumo humano, que corresponde al 83% de la produccion mundial de leche, seguido por

la leche de bufala con 13%, leche de cabra con 2%, leche de oveja con 1% y leche de camella
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con 0.3%. La parte restante es producida por otras especies de productos lacteos como
equinos y yaks (FAO, 2015).

La leche se puede considerar un alimento que cubre todas las necesidades nutritivas del
ser humano (Spreer, 1991). EI componente mayoritario de la leche de vaca es el agua y el
resto comprende principalmente lipidos, proteinas y carbohidratos sintetizados en la glandula
mamaria. Contiene también, aunque en pequefias cantidades, compuestos minerales y otras
sustancias hidro y liposolubles transferidas directamente del plasma sanguineo, proteinas
especificas de la sangre e indicios de enzimas e intermediarios de la sintesis que tiene lugar
en la glandula (Robinson, 1987). Por lo tanto, contiene todos los nutrientes y todos los
biocatalizadores necesarios para mantener y desarrollar los procesos vitales. Un litro de leche
cubre aproximadamente el 20% de las necesidades energéticas diarias de una persona
(Spreer, 1991).

La leche de todas las especies constituye un fluido biolégico muy complejo que contiene

una gran variedad de componentes y posee unas caracteristicas fisicas unicas.

La lactancia es el proceso por el cual la madre entrega nutrientes, inmunidad en grados
variables y componentes que regulan el crecimiento al recién nacido. La composicion de la
leche es variable dependiendo de la especie, estado de desarrollo del neonato y del medio
ambiente. El desarrollo mamario, el inicio y regulacion de la secrecién de la leche estan

intimamente relacionados a la reproduccién (Neira & Lépez, 2016).

Los procesos que controlan la produccién de leche, se deben en primer lugar a la
lactogénesis (es el inicio de la sintesis y secrecion de la leche por las células epiteliales de
los alvéolos mamarios), en segundo lugar a la lactancia, en tercer lugar a la expulsion de la

leche y finalmente a la involucidn de la glandula mamaria (Neira & Lopez, 2016).

En la produccion de la leche influyen dos factores: extrinsecos como: las construcciones,
manejo y dieta, e intrinsecos como: genéticos, tamafio corporal, ingestion de alimentos,
metabolismo y su regulacion, fisiologia del tracto digestivo, higado y glandula mamaria. La
velocidad de las enzimas en la glandula mamaria es mayor que la tasa de secrecion de leche,
por lo tanto, las enzimas no son limitantes en la produccion. Esto supone que la disponibilidad

de los nutrientes es el factor limitante en la secrecion (Neira & Lopez, 2016).
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La glandula mamaria requiere para la sintesis de leche, agua, glucosa, aminoacidos,
acetato, 3-hidroxibutirato y &cidos grasos de cadena larga. De estos, el acetato y los
aminoacidos se absorben directamente desde el intestino y el 3- hidroxibutirato se forma por
la conversidn del butirato durante la absorcion desde el intestino y el paso a través del higado.
La cantidad de glucosa absorbida es muy baja, ya que la mayor parte de los carbohidratos
digeribles de la dieta son fermentados a acidos grasos volatiles. La mayor parte de la glucosa

se obtiene por gluconeogénesis a partir de propionato en el higado (Neira & Lopez, 2016).

Un parametro relevante en la leche es el porcentaje de grasa, que varia segun las estaciones
del afio, entre un 5% durante el invierno y un 3% en verano, pero la industria lactea
estandariza este nivel graso a través del descremado y la homogenizacion; esta ultima
dispersa en forma pareja la grasa de la leche. Las grasas lacteas son saturadas en su mayor
parte, los acidos grasos de la leche y sus derivados tienen 12, 14 y 16 atomos de carbono, lo

que les confiere un poder aterogénico (Mazzeo, 2007).

El contenido de proteinas depende fundamentalmente de la alimentacién y oscila entre el
3,0 y el 3,6%. Se encuentran en forma de micelas dispersas en suspension coloidal, y la mayor
parte pertenece al grupo de protidos divididos en dos grupos: Haloprétidos (lactoalbdmina,
lactogobulina) y heteroproétidos (caseina). EI contenido de caseina en la leche es de

aproximadamente 27 gramos por litro y representa un 78% de los prétidos (Keating, 2011).

El carbohidrato mas importante de la leche de casi todas las especies es la lactosa. La
concentracion de la lactosa varia desde cero en la leche de algunas focas hasta
aproximadamente 100 g/L en la de ciertos primates. La leche de vaca contiene méas lactosa
que ningun otro componente sélido, con una concentracion entre 45 a 50 g/L (Walstra &
Jenness, 1987).

El contenido de vitaminas de la leche cruda depende fundamentalmente de la alimentacion
y del estado de salud de los animales. Los tratamientos y trasformaciones a los que se somete
la leche pueden rebajar algo su contenido vitaminico. La leche contiene de una forma natural
acido citrico (aproximadamente 2,45 g por Kg de leche). El &cido lactico, el &cido butirico y
todos los demés que aparecen son productos metabolicos originados en la fermentacién de la

lactosa por los microorganismos (Spreer, 1991).
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1.1.6. Propiedades fisicoquimicas de la leche. Desde el punto de vista fisicoquimico, la
leche es un producto muy complejo, lo que afecta directamente las transformaciones que se
producen en ella desde la etapa de ordefio hasta su comercializacion y en los derivados lacteos

durante sus tratamientos industriales (Amiot, 1991).
En la Tabla 1 se presentan las principales caracteristicas fisicoquimicas de la leche cruda.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la leche cruda.

Leche Cruda
Parametro/unidad

Grasa %m/v minimo 3,0
Extracto seco total % m/m minimo 11,30

Extracto seco desengrasado % m/m

minimo 8,30

Densidad 15/15°C g/ml Minimo Maximo

indice lactométrico 1,030 1,033

Acidez expresada como acido  lactico 840 e

%miv

Indice °C crioscépico °H 0,13 0,17
-0,530 -0,510

Fuente: (MPS, 2006).

Las propiedades fisicoquimicas de una sustancia resultan de su composicién y estructura:

- La estructura comprende tanto la macroestructura, visible a simple vista, como la
microestructura, perceptible mediante el microscopio 6ptico, y la ultraestructura,
solamente perceptible mediante microscopia electronica.

- Latextura responde a cOmo se caracterizan, fundamentalmente por métodos sensoriales,
pero también reoldgicos y Opticos, las propiedades estructurales del producto

alimenticio.

La leche est4 formada aproximadamente por un 87,5% de agua y 12,5% so6lidos o materia

seca total cuyos principales componentes son: lactosa, proteinas, grasas y minerales.
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En la Tabla 2 se muestra la composicion quimica, tomando como volumen de referencia

un litro de leche de vaca.

Tabla 2. Composicion quimica media de un litro de leche de vaca.

Leche Cruda
Parametro/unidad
Constituyentes platicos o energéticos
Agua/ g 900 - 910
Extracto seco total /g 125-130
Grasa/g 35-45
Extracto seco magro/g 90-95
Lactosa/g 47 - 52
Sustancias Nitrogenadas/g 33-36
Sales/g 9-95
Biocatalizadores Dificilmente determinables o
Pigmentos en proporciones vestigiales.
Enzimas
Vitaminas
Gases disueltos. 4-5% del volumen de leche a
Gas carhonico .
. la salida de la mama
Oxigeno
Nitrogeno.

Fuente: (Veisseyre, 1988).

El agua constituye la fase acuosa de la leche y es el medio de soporte para sus componentes
solidos y gaseosos. Se encuentra en dos estados: Agua libre: 96% es agua intersticial, alli se
encuentra en solucion la lactosa y algunas sales. El agua ligada o de enlaces es el 4%, es el
elemento de cohesion de los componentes no solubles a la caseina el 50%, a proteinas
solubles el 30% vy a fosfolipidos el 15% (Neira & L6pez, 2016).

La lactosa es el componente mayoritario de la materia seca de la leche. Su contenido se
eleva, por término medio, a 50 g por litro de leche. Otros azUcares estan también presentes,
pero en cantidades vestigiales. Se trata principalmente de poliéstidos que contienen fucosa y
glacidos nitrogenados, como la N-acetilglucosamida (Veisseyre, 1988).
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La solubilidad de la lactosa es relativamente baja en comparacion con la de otros azlcares.
La sacarosa es aproximadamente diez veces mas soluble que la lactosa. Es muy sensible al
calor, entre 100 y 130°C la forma hidratada pierde su agua de cristalizacion. Mas alla de los
150°C se torna amarilla y después de los 170°C tiene lugar un oscurecimiento pronunciado
debido a la formacion de un caramelo. Sin embargo, en la leche se observa que el
oscurecimiento sobreviene a temperaturas muy inferiores. En efecto, este fendmeno no se
debe a una caramelizacion de la lactosa, sino a una reaccion del azucar con las materias
nitrogenadas, que lleva consigo la aparicion de compuestos oscuros reductores Ilamados
melanoidinas. Esta reaccion de pardeamiento, catalizada por el hierro, el cobre y los fosfatos,
se denomina reaccion de Maillard (Veisseyre, 1988).

Las proteinas constituyen la parte mas importante de la leche, desde el punto de vista
nutritivo, por poseer todos los aminoacidos tanto esenciales como los no esenciales para el
hombre. Aporta 4 calorias por 100 gramos de producto. Las propiedades fisicoquimicas de
la leche vienen determinadas, en gran parte, por las propiedades del complejo de caseinas.
Casi todas las caseinas de la leche recién segregada estan agrupadas en particulas que se
denominan micelas y la mayoria de los componentes solubles y lipidos de la leche
interaccionan con las caseinas (Robinson, 1987). En la Tabla 3 se puede apreciar el origen y

distribucion media de las proteinas de la leche.

Tabla 3. Origen y distribucion media de las proteinas de la leche.

Proteinas (95% de Distribucién Distribucion
las sustancias En % de proteinas En gramos por Origen
nitrogenadas totales totales litro de leche
de la leche)
Caseinas 80 26 Mamario

Proteinas del suero

lacteo:

Inmunoglobulinas

(Euglobulina y 2 0,7 Sanguineo
Pseudoglobulina)

Albuminas

B lactoglobulina 15 4,5 -

26



Proteinas (95% de Distribucién Distribucion

las sustancias En % de proteinas En gramos por Origen
nitrogenadas totales totales litro de leche
de la leche)
a lactoalbumina - - Mamario
Seroalbumina - - Mamario
Proteasas- peptonas - - Sanguineo
Proteinas menores 2 0,5 -

(Lactotransferrina,
Lactolina, proteina de la 1 0,3 -
membrana del gl6bulo
graso).
Fuente: (Veisseyre, 1988).

Todas las caseinas son moléculas de gran tamafio que contienen fosforo y un gran nimero
de aminoécidos, entre los cuales los mas abundantes son el acido glutamico y en menor grado
la leucina y la prolina. El fosforo estd presente en las moléculas en forma de monoéster

fosforico de los aminoacidos alcoholes serina y treonina (Veisseyre, 1988).

El alto valor nutricional de las proteinas solubles como la lactoalbumina y lactoglobulina
se debe a su gran contenido de aminodacidos sulfurados. Esas proteinas se desestabilizan por
efecto del calor con temperaturas superiores a 70°C, precipitandose en mayor proporcién a

medida que aumenta la temperatura y el tiempo, reteniendo gran cantidad de agua.

La materia grasa es el componente de la leche que mas varia debido a factores como la
raza, edad, alimentacion, salud e intervalos de ordefio del animal. El aporte calérico de la
leche es de 64 a 66 calorias por 100 gramos, donde la materia grasa aporta 9 calorias (Neira
& Lbpez, 2016).

La grasa de la leche se encuentra en forma de glébulos de lipidos rodeados de una capa
rica en fosfolipidos (membrana del glébulo graso) que deriva, durante el proceso de
secrecion, de la membrana apical de las células secretoras. En la leche recien segregada, los
glébulos son bastante grandes (con un didmetro de hasta 6 pm) pero, al igual que ocurre con

las micelas de caseina, existe una distribucion del tamafio. La membrana le proporciona al
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glébulo la estabilidad dado que los lipidos hidréfobos no estan en contacto directo con la fase
acuosa de la leche. De esta forma, la grasa permanece dispersa en el liquido (Robinson,
1987).

Se suelen dividir los constituyentes de la materia grasa de la leche en dos grandes grupos:
Lipidos y fraccién insaponificable. Los lipidos representan el 99% de la materia grasa (en
porcentaje de lipidos totales).

La composicion media de los lipidos contenidos en un litro de leche es la siguiente:

- Lipidos simples ( glicéridos y estéridos)..........cocevueiiiiiiniineniininnn.. 992 99,5

- Lipidos complejos (Lecitinas y cefalinas).............cooevviiiiininn. 0,5al1,0

Los lipidos simples son Ilamados también lipidos ternarios porque sélo contienen carbono,
hidrogeno y oxigeno. Son ésteres de acidos grasos y de un alcohol. Se denominan glicéridos
cuando el alcohol es un glicerol (o glicerina), y esteroides si se trata de un esterol (Veisseyre,
1988).

Los glicéridos constituyen la casi totalidad de los lipidos simples de la leche, ya que los
estéridos solo suponen de 0,11 a 0,17 g por litro. Se conocen 150 acidos grasos diferentes.
Sin embargo, solamente una quincena de ellos se encuentran en cantidades notables. Los hay
saturados y no saturados. Los saturados representan el 55-60% del total de los &cidos grasos
(\Veisseyre, 1988).

Los mas abundantes son el &cido miristico, palmitico y estearico que representan, solo,
cerca del 50% del total de los &cidos grasos. Los &cidos saturados de pequefio peso molecular,
como el butirico, caproico, caprilico y caprico constituyen el 8 - 9% de los acidos grasos,
proporcion netamente superior a la que existe en otras grasas animales o vegetales. La
presencia de estos acidos en tal cantidad es un caracter esencial de la grasa de la leche
(Veisseyre, 1988). En la Tabla 4 se especifican los acidos grasos de los glicéridos de la leche

de vaca.
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Tabla 4. Acidos grasos de los glicéridos de la leche de vaca.

EL ACIDO GRASO ES

A
A

CONTENIDO '=-‘ % % g E
5 o ge ki w 3
ACIDO FORMULA MEDIO DE % S Z ghig 2f¢ = §<
30 3=2 ) 25
QEz SkEZ2 CE: 2
1. ACIDOS
SATURADOS
Butirico C;H,CO.H 34 + + +
Caproico CsH1,.COH 1,5-3 + + POCO+
Caprilico C;H;sCOH 0,5-2 + + POCO+
Céprico CyH14CO,H 1-3,5 + + MUY
POCO+
Laurico C11H2CO,H 2-5 + + +
Miristico Ci3H27COH 8-11 + + +
Palmitico Ci5H3.CO,H 25-29 + + +
Estearico Ci17H3sCOH 8-13 + + +
Araquidico C19H19COH 0,4-1 + + +
2. ACIDOS NO
SATURADOS
Con doble enlace
Decenoico CoH1,CO.H 34 + + +
Dodecenoico C11H1COH 34 + + +
Tetradecenoico C13H25COzH 34 + + +
Oleico C17H33COzH 30-40 + + +
Con dos dobles
enlaces
Linoleico C17H3.CO,H 4-5 + + +
Maés insaturados
De 20 a 22°C 0,5-1,5 + + +

Fuente: (Veisseyre, 1988).

En la grasa de la leche, la proporcién de glicéridos trisaturados es aproximadamente del
30%. EIl resto (70%) son glicéridos no saturados, en cuya composicion intervienen casi

siempre el acido oleico (Veisseyre, 1988).

Los lipidos complejos contienen, ademas de carbono, hidrogeno y oxigeno, una cierta
cantidad de fdsforo, nitrogeno o azufre. En la leche se encuentran sélo lipidos complejos

fosforados y nitrogenados, llamados fosfatidos o fosfoaminolipidos. Comprende
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fundamentalmente las lecitinas (35%), las cefalinas (40%) y los fosfoesfingolipidos (25%)
(Veisseyre, 1988).

Las lecitinas estan constituidas por la unién del glicerol, acidos grasos, acido fosférico y
una base nitrogenada, la colina. Tienen propiedades emulsionantes cuyo papel es
fundamental para asegurar la estabilizacion de la emulsion de triglicéridos en la fase acuosa
de la leche; ademas de propiedades tensio-depresivas (esto explica la formacion de espuma

en la leche por agitacién (Veisseyre, 1988).

La presencia de las cefalinas y los fosfoesfingolipidos, dan como resultado una mayor
sensibilidad a la oxidacion que hace que los fosfoaminolipidos sean los primeros
componentes de la materia grasa que se ven afectados por la alteracidn oxidativa (Veisseyre,
1988).

Por otra parte, la fraccion insaponificable contiene numerosos y variados componentes a
pesar de no representar mas del 1% de la materia grasa; entre los principales se tienen los
carotenoides, tocoferoles, esteroles y vitaminas liposolubles.

Los carotenoides agrupan un grupo de sustancias coloreadas, rojas o amarillas,
emparentadas por su constitucion quimica, que refleja una condensacion mas o menos
importante de un hidrocarburo: el isopreno. Estas sustancias son muy insaturadas, lo que

explica su tendencia a oxidarse.

El B-caroteno es el carotenoide mas abundante. Su molécula, de estructura simétrica,

mediante escision y fijacion de agua, origina dos moléculas de vitamina A.

El contenido de la leche en caroteno varia mucho con las condiciones de alimentacion del
animal. La presencia de forrajes verdes en la racion es un elemento favorable para la
elevacion de la tasa de caroteno. Responsable de la coloracién de la materia grasa, precursor
de la vitamina A, el caroteno, figura, por tanto, entre los componentes importantes de la leche
(Veisseyre, 1988).

Tocoferoles, son sustancias complejas, constituidas fundamentalmente por un ndcleo
biciciclo cromano que lleva una cadena lateral fitilo, el a-tocoferol se identifica como

vitamina E. Los tocoferoles presentan una propiedad quimica notable: su sensibilidad al
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oxigeno y agentes oxidantes, principalmente a la luz. Esta sensibilidad explica su papel de
antioxidantes naturales. Junto con los fosfoaminolipidos, los tocoferoles contribuyen a

proteger la materia grasa contra la alteracion oxidativa (Veisseyre, 1988).

Esteroles, son alcoholes policiclicos complejos. Se encuentran en la materia grasa de la
leche bajo dos formas ponderadamente muy desiguales: esteroles esterificados por acidos
grasos (estéridos) y esteroles libres (Veisseyre, 1988).

Las sales minerales se encuentran en forma soluble e insoluble o en forma orgénica e
inorganica. La homeostasis de la vaca tiende a conservar en equilibrio sus cargas eléctricas
para mantener un balance en los liquidos corporales mediante sistemas tampén, la alteracion
en la composicidon se debe a procesos infecciosos o patologicos; las leches mastiticas son mas
saladas se aumenta el cloro y el sodio y méas pobre en calcio, magnesio, fésforo y potasio que
las leches normales (Neira & Lopez, 2016). Los principales oligoelementos de la leche se

presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Principales oligoelementos de la leche.

Componentes Variaciones (J1g)

Aluminio 500-600
Bromo 300-2000
Cobre 20-50
Hierro 100-300
Flaor 100-200
Yodo 20-100
Manganeso 20-30
Molibdeno 20-60
Silicio 1500-10000
Estroncio 70-400
Cinc 3000-4000

Fuente: (Veisseyre, 1988).

Se distinguen las sales mayoritarias 0 macromoléculas y los oligoelementos. Las primeras
estan constituidas fundamentalmente por cloruros, fosfatos, citratos de potasio, calcio, sodio
y magnesio. Entre los segundos, muy numerosos y variables con la alimentacion del animal,

figuran el aluminio, bromo, zinc, manganeso y sobre todo el hierro y cobre, cuyo interés
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nutritivo y tecnolégico es importante. Estos metales estan, en gran parte, formando complejos
con las proteinas. Asi el cobre y el hierro nativos estan en gran parte ligados a la membrana
proteica del globulo graso. Cuando provienen de una contaminacion externa, se encuentran

sobre todo ligados a las proteinas de la fase acuosa (Veisseyre, 1988).

El &cido citrico, presente como citrato, es especifico en el organismo animal de la
secrecion lactea y del tejido éseo. Es un &cido tricarboxilico con una funcién alcohol terciaria.

Su papel importante en el desarrollo del aroma de la mantequilla (Veisseyre, 1988).

Gran parte del interés de las materias salinas reside en su estado fisicoquimico que

gobierna la estabilidad de la leche, como se puede evidenciar en la Tabla 6.

Tabla 6. Componentes salinos mayoritarios de la leche.

Componentes Contenidos medios Variaciones habituales
(g/L) (g/L)
Potasio 15 1,35-1,7
Calcio 1,25 1,0-14
Sodio 0,5 0,35-0,6
Magnesio 0,13 0,1-0,15
Cloro 1,0 08-14
Fosforo total 0,95 0,75-1,1
Acido citrico 1,75 1,2-2,0

Fuente: (Veisseyre, 1988).

Las vitaminas son sustancias organicas que se encuentran en la leche en pequefias
cantidades, pero tienen una gran importancia nutritiva y algunas contribuyen también al color
de la leche y los productos lacteos, ademas que se considera a la leche entre los alimentos

que contienen la variabilidad mas completa de vitaminas (Veisseyre, 1988).

En la leche se encuentran las vitaminas liposolubles (A, D, E y K) donde las sintesis de
estas dependen de factores exdgenos como la luz y la alimentacion, por lo tanto, varian un
poco en su contenido, como se muestra en la Tabla 7. Las vitaminas hidrosolubles como
(Complejo B, PP, H, C) son biosintetizadas por las bacterias del rumen, se inactivan por el
calor, luz y oxigeno. Su contenido se modifica segun el tratamiento térmico y el derivado

lacteo donde se encuentren. La leche es deficiente en vitamina D y debe ser enriquecida. Las
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vitaminas C y E actdan en la leche como antioxidantes naturales protegiendo la leche recién
ordefiada (Neira & Ldopez, 2016).

Tabla 7. Principales vitaminas de la leche.

Valor Porcentaje de
Contenido medio por litro  nutritivo de  necesidades diarias
la leche cubiertas por un litro

de leche
Vitaminas liposolubles Adulto Nifio
Vit A 500-1000 U-I (Invierno) Aceptable 10-20 35-70
Vit A 2000-3000 U-I (Verano) Bueno 40-50 130-200
Vit D 15 - 20 U-I Medio - 4-5
Vit E 1-2 mg Medio - e
Vitaminas hidrosolubles
VitB; 0,3-1mg Alto 20-30 100-160
Vit B, 0,3 -3 mg Muy bueno 80-100 400
VitPP1-2mg Medio 5 25-30
Acido pantétenico 2-5 mg Bueno
Vit B¢ 0,3-1mg Bueno
Vit By, 1-8mg Alto
Vit C 10 - 20 mg Aceptable 25 65

Fuente: (Veisseyre, 1988).

Los principales gases presentes en la leche son el diéxido de carbono, oxigeno, nitrégeno
e hidrégeno. El contenido depende del tiempo después del ordefio, la leche recién ordefiada
puede contener un 8% en volumen de gas, del cual el 6,5% es carbonico. Esta cantidad

disminuye hasta el 4% pero el oxigeno y el nitrégeno se elevan (Neira & Lopez, 2016).

1.1.7. Reaccion quimica. El pH de la mayoria de muestras de leche esta entre 6,6 y 6,8,
siendo la media 6,7 a 20°C, aproximadamente. EI pH de la leche aumenta generalmente al
avanzar la lactacion; el del calostro puede llegar a 6,0 y el de la mayoria de las leches
mastiticas alcanza 7,5 (Walstra & Jenness, 1987).
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La leche recién ordefiada de una vaca sana presenta un indice de pH (acidez) de 6,4-7,0.
Aproximadamente la mitad se debe a las sales acidas, por ejemplo, el hidrocarbonato sédico
(NaHCO3) y a los acidos organicos (&cido citrico) que contiene la leche, el resto se debe a la
caseina que reacciona ante el hidroxido sédico (NaOH) como un &cido de mediana fuerza
(Spreer, 1991).

El conjunto de sustancias nitrogenadas que no precipitan cuando el pH de la leche se lleva
a 4,6, se denominan proteinas del suero lacteo, este pH corresponde al punto isoeléctrico de
la caseina bruta. Por esto, se las denomina también proteinas solubles. Se encuentran en el
suero que se separa del codgulo obtenido por adicion del cuajo. Representa aproximadamente
el 20% del total de las proteinas de la leche. Los diversos métodos de fraccionamiento

permiten distinguir cuatro grandes fracciones:

- AlbUminas
- Globulinas
- Fraccion proteasas-peptosa

- Proteinas menores (Veisseyre, 1988).

El incremento del indice de pH durante el transporte de la leche y de sus tratamientos
posteriores en la central lechera se debe a que las bacterias, sobre todo las lacticas,
transforman la lactosa en acido lactico. Esta nueva acidez se llama acidez desarrollada y

origina la desestabilizacion de las proteinas (Amiot, 1991).

La disolucion coloidal de fosfocaseinato calcico es muy sensible a las modificaciones del
pH provocadas por adicion de acido o por el desarrollo de una fermentacion lactica. Los iones
H* que proceden de la disociacion del acido neutralizan las cargas negativas de las micelas.
Por otra parte, la afinidad por el agua del electrdélito, afiadido o desarrollado, origina cierta

deshidratacion de las micelias.

Estos dos fendmenos provocan la floculacion de la disolucién coloidal. Sin embargo, no
son las micelas de fosfocaseinato calcico las que floculan, sino la caseina, desmineralizada.
En efecto, en el curso de la acidificacion, se ve una migracion progresiva, fuera de las
micelas, del calcio ligado a las caseinas y del fosfato célcico. A pH 4,6, punto isoeléctrico de

la caseina bruta, las micelias han desaparecido debido a su completa desmineralizacion.
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Entonces la caseina precipita completamente bajo la forma de caseina isoeléctrica (\Veisseyre,
1988).

El equilibrio entre los diversos iones y las propiedades de los complejos son tales que la
mayor parte del citrato se encuentra como Cit~ Ca y aproximadamente la mitad del fosfato
indrganico se presenta como fosfato calcico precipitado permaneciendo solo alrededor de
2mM (a veces hasta 30mM) del calcio en solucién, en forma de Ca?*. De forma similar, gran
parte del magnesio esta formando complejos con el citrato reduciéndose la concentracion de

ion Mg?*en solucion (Robinson, 1987).

Las dos reacciones quimicas mas importantes en las que participan los triglicéridos son la
hidrdlisis (lipolisis) y la autooxidacion. La lipasa naturalmente presente en la leche actla
sobre la posicidn sn-3 de los triglicéridos, los cuales, contienen en la leche de vaca una alta
proporcidn de &cidos grasos de cadena corta. Los &cidos grasos de peso molecular bajo son
volatiles y originan sabores no aceptables (particularmente el acido butirico). Las lipasas
microbianas son menos especificas y liberan una variedad mayor de &cidos grasos. La
autooxidacion se origina al formarse un radical libre en el grupo metileno adyacente al doble

enlace que después reacciona con el oxigeno (Robinson, 1987).

1.1.8. Microbiologia de la leche. La leche ademas de ser un medio nutritivo, es también
un medio favorable desde el punto de vista fisico para la multiplicacion de microorganismos,
y al ser un producto de origen animal sujeto a una gran diversidad de métodos de produccion

se puede contaminar con un amplio espectro de microorganismos (Robinson, 1987).

Esto exige unas rigurosas normas de higiene tanto en su produccion como en su
tratamiento; hecho que se reconoce en la mayoria de los paises en los que la leche fue el
primer alimento de ser el foco de atencion de la actual legislacion relativa a la higiene de los
alimentos (Adams & Moss, 1997).

Las principales fuentes de contaminacion de la leche son: Interior del pezon, estiércol,
material y equipo, aire, personal, cuerpo de la vaca, agua y otros. Los microorganismos que

contaminan la leche se pueden clasificar en banales y patogenos (Villegas De Gante, 2009).

En la granja cuando la leche sale de la ubre de la vaca sana contiene relativamente pocas

bacterias y, generalmente, estas bacterias no se multiplican en la leche que se manipula bajo
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condiciones normales. Durante el ordefio, la leche esta expuesta a microorganismos propios
del animal, sobre todo por los existentes en la parte externa de la ubre y zonas préximas a la
misma. Bacterias encontradas en el estiércol, en el suelo y en el agua, pueden llegar a la leche

a partir de estas fuentes de contaminacion (Frazier & Westhoff, 2003).

Segun su accion y las correspondientes transformaciones tecnoldgicas que provocan en la

leche y en los productos lacteos, se puede establecer la siguiente clasificacion en 3 grupos:

- Microorganismos beneficiosos para la industria: tienen una gran importancia en la
industria lechera ya que son necesarios para las fermentaciones, la formacion del
aroma y de los gases, asi como para descomponer las proteinas.

- Microorganismos perjudiciales para la industria: provocan transformaciones
indeseadas en los procesos tecnoldgicos, por ejemplo, coagulacion de la leche,
variaciones del color y del sabor, descomposicion de las proteinas.

- Microorganismos causantes de enfermedades (patogenos): pueden originar en los
macroorganismos (el hombre, los animales y las plantas) enfermedades causadas

por la produccidn de toxinas (sustancias venenosas).

Los microorganismos importantes desde el punto de vista de la industria lechera se

clasifican de la siguiente manera:
-Bacterias: Se reproducen por division celular.
-Levaduras: Se reproducen por gemacion.
-Hongos: Producen micelio.

Otros factores ambientales como la temperatura, el pH y el oxigeno del aire, a parte de los
nutrientes y el agua como elemento disolvente, juegan un importante papel para el

crecimiento, la reproduccion y el metabolismo de estos organismos (Spreer, 1991).

La leche fresca conservada a temperatura de refrigeracion durante varios dias
invariablemente muestra la presencia de varias o de todas las bacterias de los géneros
siguientes: Enteroccoccus spp., Lactococcus spp., Stresptococcus spp., Leuconostoc spp.,

Lactobacillus spp., Microbacterium spp., Oerskovia spp., Propinobacterium spp.,
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Micrococcus spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp. y Listeria spp., asi como

representantes de al menos uno de los géneros de coliformes (Jay, 2000).
Los factores que mas influyen en la granja sobre la calidad de la leche son los siguientes:

- Laalimentacion y el alojamiento del ganado.

- El estado sanitario de las vacas productoras.

- Los procedimientos utilizados para la obtencion y el tratamiento de la leche
(Spreer, 1991).

La mastitis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa de la gldndula mamaria, en la
cual la inflamacion se produce como respuesta a la invasion a través del canal del pezon, de
diferentes tipos de bacterias, micoplasmas, hongos, levaduras y hasta algunos virus. Sin
embargo, las bacterias de los géneros Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Corynobacterium spp. y algunas bacterias Gram negativas son responsables de méas de 90%
de los casos (Neira & Lopez, 2016).

En las infecciones por Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, al comienzo se
ven dafiadas s6lo pequefias areas del cuarto afectado, con pérdida funcional de los alvéolos
involucrados. Las células de los alvéolos y pequefios conductos mamarios degeneran, mueren
y son descamados. Este material mas los leucocitos, fibrina, producen coagulos que bloguean
a los conductos mayores, impidiendo la remocidn de la leche que proviene de &reas aun no

funcionales (Neira & L6pez, 2016).

1.1.9. Métodos de conservacion de la leche. Es importante tener en cuenta, que la leche
cruda es un producto que tiene una vida atil extremadamente corta si no es expuesta a
tratamientos térmicos adecuados, ya que es un fluido bioldgico de caracteristicas bioguimicas
complejas susceptible de experimentar pérdidas en su calidad, pues esta formada por globulos
de grasa suspendidos en una solucion que contiene el azlcar de la leche (lactosa), proteinas
(fundamentalmente caseina) y sales de calcio, fosforo, cloro, sodio, potasio y azufre. No
obstante, lo anterior, puede igualmente sufrir cambios deteriorativos, aln después de ser
procesada térmicamente debido a recontaminacion o por el efecto de la actividad enzimatica
residual (Richardson, 1981).
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Los métodos de conservacion de la leche se basan casi todos en procedimientos fisicos,
ya que los procedimientos quimicos afectan la inocuidad de la leche. Los métodos bioldgicos

se usan rara vez por modificar notablemente el sabor de la leche (Veisseyre, 1988).

1.1.9.1. Filtracién. La leche cruda pasa a través de filtros de tela sintética o de algoddn

para retirar las impurezas macroscépicas.

1.1.9.2. Clarificacién. La leche cruda se somete a una centrifugacion, lo que permite
separar sobre la pared interna del aparato por diferencia de densidades todas las impurezas
microscopicas que quedaron después de la filtracion.

1.1.9.3. Bactofugacién. Las bactofugadoras trabajan a una velocidad mayor que la
clarificadora y a una temperatura superior a los 60°C, separando no solamente particulas

contaminantes, sino también las bacterias esporuladas.

1.1.9.4. Termizacion. Es el tratamiento térmico para prolongar el tiempo de
almacenamiento de la leche antes de someterla a una pasteurizacion en un pasteurizador de
placas o tubular. Reduce la biota microbiana de la leche siempre que se enfrie y se mantenga
de 0a1°C. Se realiza a temperatura minima de 62°C durante un tiempo de 15 a 20 segundos.

Después del tratamiento debe dar positivo a la prueba de fosfatasa alcalina.

1.1.9.5. Pasteurizacion. EIl objetivo primordial de este tratamiento es la destruccion de
todos los agentes microbianos causantes de enfermedades al hombre como tuberculosis,
brucelosis, salmonelosis, etc. Y la reduccion de aquellos microorganismos saprofitos que son
los encargados de afectar la calidad de la leche y sus derivados. Los equipos utilizados son
los intercambiadores de calor ya sea de placas o tubulares, el medio calefactor y refrigerante
circula de la misma forma, pero en direccién contraria a la leche en contracorriente y por la

cara opuesta de cada una de las placas (Neira & Lopez, 2016).

Los parametros de temperatura y tiempos de pasteurizacion estan determinados por la

eliminacién del Mycobacterium tuberculosis, los tipos de pasteurizacién mas utilizados son:

Pasteurizacion Lenta, baja 6 LTLT. Se lleva a cabo normalmente en marmitas de doble
pared, tratamiento indirecto, donde la leche se calienta a temperaturas entre 61-63°C por un
periodo de 30 minutos (pasteurizacion discontinua); con su posterior enfriamiento rapido. Se
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utiliza para volimenes pequefios y en la elaboracion de quesos. La prueba de fosfatasa

alcalina debe ser negativa y la de peroxidasa positiva.

Pasteurizacion Rapida, Alta 6 HTST. La leche es calentada a temperaturas entre 72 a 76°C
por 15-20 segundos, en pasteurizadores de placas o tubulares. Es el método mas utilizado en
plantas para volimenes altos. Su duracion depende de la calidad microbiol6gica de la leche
y es aproximadamente de 3 a 5 dias. La prueba de fosfatasa alcalina debe ser negativa y
peroxidasa positiva (Neira & Lopez, 2016).

Ultrapasteurizacion o Pasteurizacion UAT (UHT). El tratamiento de UHT esta disefiado
para obtener un producto comercialmente estéril, que no contenga microorganismos
patdgenos, banales ni esporas, para que su vida util sea mas prolongada. La leche recibe un
tratamiento de 135 a 150°C durante un tiempo minimo de 2-4 segundos. Una vez
ultrapasteurizada la leche, debe ser empacada asépticamente (con barrera a la luz y al
oxigeno) para evitar la recontaminacion del producto. EI empaque es desinfectado con
aspersion de perdxido de hidrogeno. La vida util de esta leche depende del tipo de empaque,
en empaque plastico y oscuro es aproximadamente de dos meses y en Tetrapack es de 6
meses (Neira & Ldpez, 2016).

El proceso UHT debe reducir el contenido de enzimas y bacterias de un producto para
obtener un nivel comercialmente estable que asegure la proteccion al consumidor y extienda
su vida atil. Asi como el proceso UHT ideal debe lograr un méximo efecto bactericida,
también debe provocar un minimo deterioro quimico, destruyendo todas las enzimas

resistentes al calor (Perking, 1985).

Dependiendo del sistema de transferencia de calor existen dos técnicas para la elaboracion
de leches UHT.

Tratamiento indirecto. Presenta similitudes con la pasteurizacion alta realizada en

intercambiadores de calor de placas o tubulares.

Tratamiento directo. El calentamiento se lleva a cabo por inyeccion directa de vapor o
infusion de vapor. En las plantas donde se utilizan el sistema de calentamiento directo
incluyen intercambiadores de placas o tubulares para el precalentamiento de la leche antes
del tratamiento UHT (Neira & Ldpez, 2016).
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El procesamiento UHT destruye virtualmente todos los microorganismos presentes, tanto
formas vegetativas como esporas, con cualquier organismo restante incapaz de crecer en el
producto bajo condiciones normales de almacenamiento; esto asegura que la leche UHT
tenga una larga vida util sin refrigeracion. Sin embargo, tales tratamientos térmicos ademas
provocan cambios en las propiedades nutricionales y organolépticas de la leche. Ademas,
pueden ocurrir cambios adicionales como pérdida de vitaminas, cambios de sabor y color,

reacciones del tipo Maillard y gelificacion durante el almacenaje (Elliott et al., 2005).

La actividad enzimatica residual es debido a la presencia de proteasas y lipasas de origen
tanto endégeno como exogeno. Algunos autores Snoeren et al. (1979), han descrito la
termorresistencia de las proteasas nativas de la leche: de la plasmina y especialmente su
precursor que es el plasmindgeno. Segun Walstra & Jennes (1984), la plasmina resiste la
pasteurizacion y parcialmente también resiste un tratamiento de esterilizacion del tipo UHT.
Sobre las proteasas de origen leucocitario, importante en leches de vaca con mastitis
subclinica, hay poca informacién, aunque también se ha descrito que presentan un cierto
nivel de termorresistencia (Verdi, 1989). EI componente exdgeno lo conforman enzimas tales
como proteasas Yy lipasas, secretadas por bacterias psicrotroficas. Estas bacterias se ven
favorecidas en su desarrollo por las condiciones de almacenamiento refrigerado previo a los
tratamientos térmicos de alta temperatura en planta (Romero & Rojas, 1984). Estas bacterias
presentan una marcada termorresistencia aun después de tratamientos térmicos a
temperaturas elevadas (Poffe & Metens, 1988; Fox, 1981). Debido a ello, el uso masivo de
estanques prediales ha tenido la desventaja de seleccionar una biota bacteriana diferente,
como es la psicrotrofa, la cual genera enzimas de caracter termorresistente que deterioran
finalmente el producto, manifestandose en olores y sabores desagradables, producto de la
hidrolisis de la materia grasa, y pérdida de textura (apariencia mucilaginosa) producto de la

accion proteolitica de algunas enzimas.

La optimizacién de un proceso industrial, requiere el desarrollo de un buen modelo
matematico del sistema, una correcta funcion objetivo y la aplicacion de un algoritmo acorde
con las caracteristicas del problema (Evans, 1982), en resumen, una metodologia de
optimizacion debe ser entendible, flexible y automatica si se desea que sus resultados sean
aplicables (Arteaga et al., 1994).
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La busqueda de un proceso UHT dinamico 6ptimo, se justifica por los disimiles valores
de energia de activacion (Ea) entre el microorganismo de referencia para el disefio del
tratamiento térmico (Bacillus stearothermophilus), los factores de calidad (formacion de
color, retencion de vitaminas, pérdida de lisina, etc.) y los factores que determinan la
estabilidad del producto en el tiempo (inactivacion de lipasas y proteasas). Estos valores
disimiles de energia de activacion son los que determinan que dos procesos equivalentes
desde el punto de vista de la esterilidad comercial no sean equivalentes en cuanto a la
inactivacion de lipasas, proteasas y tampoco con respecto a los factores de calidad. Incluso
mientras mas alta es la temperatura de proceso (para procesos de letalidad equivalente), se
asegura una mayor retencion de calidad, pero simultdneamente se disminuye la inactivacion
de lipasas y proteasas, lo que se traducira en una menor estabilidad del producto durante el
periodo de almacenamiento. Esto permite inferir que un proceso a temperatura variable o en
etapas, puede simultdneamente satisfacer los requerimientos de esterilizacion comercial,

calidad final y estabilidad temporal (Simpson et al., 2000).

1.2. Tipos de alimentacion para el ganado

El objetivo principal de la suplementacién es aumentar el consumo total de materia seca
(MS) y el consumo de energia respecto de aquellos que se pueden alcanzar con s6lo pastoreo
(Bargo et al., 20022).

Los objetivos especificos buscados en base suplementacion son principalmente:

- Aumentar la produccion de leche por vaca.

- Aumentar la carga y la produccidn de leche por unidad de superficie.

- Mejorar el uso de las praderas a través de mayores cargas.

- Aumentar el largo de las lactancias en épocas de produccién de MS limitada.

- Aumentar el contenido de proteina en la leche a través de la suplementacion

energética (Bargo et al., 2003).

Un alimento rico y bueno contiene mas energia que un forraje pobre, de forma que una

vaca obtiene de 1 Kg de sorgo, cebada 0 maiz, tanta energia como de 6 Kg de hierba. Algunos
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alimentos son muy pobres y de poco valor para el animal. Por ejemplo, la paja vieja contiene

poca energia, la mayor parte no es digerible y se expulsa al exterior como excremento.

- Los forrajes fibrosos son voluminosos y pobres en carbohidratos productores de
energia. Son ejemplos de este tipo de alimentos la hierba, los tallos de maiz y de
batata.

- Los concentrados son piensos ricos en proteinas y carbohidratos, por ejemplo, los

granos.

La respuesta a la suplementacion con energia puede estar influenciada por los tipos de
carbohidratos y granos suministrados. El maiz, es uno de los suplementos mas cominmente
utilizados para la alimentacion de vacas a pastoreo, provee de energia extra e incrementa el
consumo total de MS comparado con sistemas basados s6lo en praderas (Delahoy et al,
2003).

El gran tamafio del estdmago de los rumiantes con sus cuatro compartimientos permite a
éstos vivir fundamentalmente alimentandose de forrajes bastos. Los animales con un sélo

estdmago necesitan mas concentrados que los rumiantes (FAO, 1995).

La racidn diaria es la cantidad de alimento que el animal necesita cada dia. Una buena
racion debe contener todos los nutrientes. Algunos de ellos se encuentran en gran cantidad

en determinadas plantas, en la Tabla 8 se muestran los principales nutrientes en las plantas.

Tabla 8. Principales nutrientes en las plantas.

Nutriente Plantas
Carbohidrato Maiz, sorgo, trigo, avena, arroz, hierba
Proteina Alfalfa, trébol, legumbres, hierba
Grasa Semilla de algodon, semillas de girasol, hierba, mani (cacahuete)

Fuente: FAO, 1995.

Un ejemplo de buena racion para suministrar a los animales que no pastan son 3 partes de
maiz, 1 de semillas de girasol y 1 de mani (cacahuete) sin descascarillar. La racion se

suministra diariamente en una proporcion equivalente al 2-3 % del peso corporal del animal.

1.2.1. Piensos. La hierba verde en crecimiento contiene todos los nutrientes, pero en la

estacion seca tiene pocas proteinas y vitaminas. En esta época deben suministrarse piensos
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adicionales para evitar pérdidas de peso y mantener alta la produccion de leche, el
crecimiento y la reproduccion. También puede ser necesario suministrar minerales a los
animales (FAO, 1995).

El consumo regulado de pienso es un procedimiento Gtil para manejar la altura del pastizal.
Al ofrecer a los animales, piensos que no es probable que consuman mejor que la hierba
pastada (heno, paja, o ensilado en paca grande), el pienso regulado acta como un suplemento
mas que como un sustitutivo del forraje pastado. Las vacas que reciben un pienso regulado
tras cada ordefio durante una media hora, pueden consumir suficiente sustancia seca adicional
para rectificar un menor consumo de hierba del pastizal. El retraso en la vuelta al pastizal tras
el ordefio favorece el cierre del orificio del pezon que puede ayudar a reducir la mastitis. Si
es muy bajo el aporte de hierba fresca y conservada, entonces puede utilizarse como pienso
regulado una mezcla de 3 partes de gramos hiumedos de cerveceria con una parte de paja con

alcalis sobe la base de su peso fresco (Chamberlain & Wilkinson, 2002).

El mejor pienso suplementario son las tortas, la méas barata de las cuales es el material de
desecho de la elaboracion del coco, del mani, de la semilla de algoddn y el aceite de palma.
Se puede emplear lo que se disponga en la zona (FAO, 1995).

Es necesario, por lo tanto, considerar ademas de la cantidad de energia a suplementar
mediante los concentrados, el tipo de carbohidrato suplementario (grano) y el método de
aporte. En las raciones basadas en praderas ocurre una falta de sincronia entre los aportes de
energia a nivel ruminal en relacion a la liberacién del N en el rumen. La sincronizacion de
este proceso se sugiere como el medio para mejorar la captura de la proteina degradable en
el rumen (PDR), la sintesis de proteina microbiana y por consiguiente la produccién animal
(Muller, 1999).

Es imposible fabricar piensos de alta calidad con ingredientes de baja calidad. Los granos
deben estar libres de mohos, insectos, tierra, piedras y otros residuos varios cuando se
almacenan. Los ingredientes se deben obtener de fuentes inocuas. EI monitoreo de los
ingredientes de piensos debe incluir la inspeccion y el muestreo, asi como el anlisis de
sustancias indeseadas mediante protocolos a base de riesgos. Los ingredientes de piensos

deben cumplir con las normas aceptables y, en caso de que corresponda, con las previstas en

43



la ley en cuanto a los niveles de patdgenos, micotoxinas, plaguicidas y sustancias no deseadas

que pudieran dar surgimiento a peligros a la salud del consumidor (FAO, IFIF, 2014).

1.2.2. Heno. El heno es la hierba seca. EI mejor se prepara con hierba joven. Se corta la
hierba y se deja secar varios dias al sol voltedndola para estar seguros de que esta
completamente seca al almacenarla y hasta que se necesite. No conviene hacer heno en época
lluviosa (FAO, 1995).

Phillips (1988) sefiala que el uso de heno en animales en pastoreo, se ha visualizado como
un medio de aumentar el consumo de MS cuando la pradera es restrictiva, y como Unica
manera de aumentar el consumo de fibra durante la primavera. Las respuestas observadas en
cuanto a produccién y composicion lactea son muy variables y dependen segun dicho autor
de la disponibilidad de forraje, y de la época de pastoreo, lo cual condiciona su contenido en
fibra. Cuando la pradera esta disponible ad libitum, la oferta de heno tiene muy poco efecto
sobre el consumo total de MS; toda vez que la TS es de aproximadamente 1,0 Kg/Kg. Debido
al menor consumo de pradera la tasa de utilizacion disminuye, a menos que se aumente la
presion de pastoreo. En primavera las TS tienden a disminuir, coincidiendo este fendbmeno
con una menor ingestion de fibra. Aun asi, el consumo de heno es bajo teniendo muy poco
efecto en la relacion acético: propidnico. En algunos experimentos revisados por este mismo
autor, el aporte de heno ha permitido disminuir el declive del contenido de grasa lactea que
generalmente se observa durante la primavera. Sin embargo, este hecho se asocia por lo
general, a una disminucién en el contenido proteico. En las experiencias conducidas durante
el verano, cuando el contenido de fibra de la pradera es alto, el ofrecer heno tiene un efecto
muy variable sobre la produccién dependiendo éste principalmente de la cantidad de pradera

disponible.

Bargo et al., (2003) revisaron cinco ensayos en los cuales se aportd heno en complemento
a concentrados en vacas lecheras de alta produccion a pastoreo 0 como Unico suplemento,
proporcionado en diferentes formas (heno largo, picado, pellets o cubos de heno) y cantidades
(0,9 a 3,9 Kg/d). Los autores concluyeron que las diferentes formas y cantidades redujeron
el consumo de MS de la pradera en un promedio de 3,5 Kg/d. El efecto de la suplementacion

sobre el consumo total de MS, dependi6 de la TS (0,81 a 0,97 Kg pradera/Kg de heno).
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Ademas, no se encontro respuesta en produccién en lactancias tempranas, cuando el heno fue
suministrado largo, en cubos o pellets o picado y agregado al concentrado. Tampoco se afectd
el contenido de grasa lactea, a excepcion de un ensayo donde se utilizd heno largo
disminuyendo contenido de ésta. Por Gltimo, ningin ensayo reporté cambios en el contenido

de proteina.

1.2.3. Ensilados. El ensilaje, es un alimento que resulta de la fermentacion anaeroébica de
un material vegetal himedo mediante la formacién de acido lactico, para suplementar al
ganado durante periodos de sequia, garantizando la alimentacion de los animales durante
todo el afo (Filippi, 2011).

La préctica del ensilaje contrarresta el efecto negativo que provocan los periodos secos en
la produccidn bovina, como es la pobre disponibilidad de forrajes tanto en cantidad como en
calidad, creando una disminucion en la produccion de leche y carne. El uso del ensilaje en el
tropico interesa por varias razones. A medida que los paises progresan, los agricultores
presentan nuevas aspiraciones y el productor ya no acepta que la cosecha diaria de forraje
sea la Unica opcion para alimentar a sus animales. Los productores buscan alternativas
mediante la préctica del ensilaje que les permitan disponer de alimentos baratos y que puedan

ser almacenados Yy utilizados con facilidad (Wong, 2001).

El ensilaje ofrece la posibilidad de asegurar alimentos durante épocas de alta produccion
para conservarlos para su empleo futuro, especialmente en periodos de escasez (Wong,
2001).

Cuando se hace un silo, se puede aprovechar el pasto verde de la época lluviosa,
principalmente pastos de cortes como el King grass comdn, pasto Camerun, maiz, sorgo y
cafia. De igual forma, se evita las pérdidas en la finca y se dispone de alimento en cantidad y
calidad adecuado, sosteniendo la produccion normal de la explotacion durante todo el afio
(Sosa et al., 2005).

Los suplementos por lo general, son mas costosos que la pradera en si y se utilizan
principalmente durante los periodos de déficit de ésta. En el pasado los mas utilizados eran

los provenientes de pradera conservada (heno y ensilaje) y cultivos. Hoy en dia, el ensilaje
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de maiz es usado extensamente y también subproductos de las industrias procesadoras de

alimentos en general (Holmes et al., 2002).

El ensilaje de maiz puede ser un excelente forraje para complementar las praderas, ya que
suministra energia extra a los microorganismos ruminales, ayudando a una mejor utilizacion
del alto contenido de N presente en épocas de activo crecimiento (primavera) (Muller et al.,
2003).

La utilizacion de este tipo de ensilaje se ha efectuado en vacas a pastoreo, en la mayoria
de los casos como Unico suplemento o por otra parte, utilizandolo ademas de un concentrado
en cantidades variables (3,2 Kg/d vs. 8,7 Kg/d). Phillips (1988), analizé la suplementacion
con este forraje bajo distintas condiciones. Dicho autor sefiala que cuando este alimento se
aporta en una proporcion de hasta un 33 % de la MS, incrementa el consumo total; efecto
que esta condicionado en gran medida por la disponibilidad de la pradera. Ademas, se han
observado respuestas importantes en produccion de leche cuando la disponibilidad de pradera
es restrictiva, pero consistentemente se ha visto que ésta disminuye cuando la pradera esta

disponible ad libitum y el ensilaje de maiz constituye una alta proporcion de la dieta.

La técnica de la preparacion del ensilaje favorece el manejo y uso integral de los recursos
en la relacion suelo-planta, promueve el uso de alimentos de la regién, reduce la importacion
de concentrados y, por consiguiente, la fuga de divisas nacionales, ademas de ser una

alternativa para épocas de crisis en la produccion de pastos (Wagner & Sanchez, 2013).

Se deben tomar en cuenta tres condiciones esenciales antes de decidir iniciar un programa
de ensilaje (FAO, 2001):

- Lanecesidad objetiva y concreta para hacer uso del ensilaje.
- Que se disponga de suficiente cantidad de forrajes u otros productos de buena
calidad para ensilar.

- Tener condiciones para hacer un buen ensilaje.

Wagner & Sanchez (2013), propusieron las siguientes caracteristicas para un ensilaje de

calidad.
- Buen color (amarillo, marrén o verduzco)
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- Buen olor (avinagrado)
- Textura (no babosa)

- pHde 4.2 0 menor

La adecuada conservacion del ensilado para la obtencion de un forraje altamente nutritivo
depende de la fermentacion controlada del forraje en el silo. La regulacion precisa de aire y
la temperatura debe ser menor a 30°C (Bethancourt & Garcia, 2009).

1.2.3.1. Fermentacion en el silo. Al entrar en el silo el oxigeno presente en la masa de
forraje recolectada y compactada, se agota mediante la respiracién de las plantas y el
crecimiento de bacterias anaerobias. La fermentacion prosigue en ausencia de oxigeno, y este
proceso es el principal responsable de la acidificacion caracteristica del ensilado almacenado
(Chamberlain & Wilkinson, 2002).

La fermentacion primaria en el silo supone la produccion de &cido lactico como principal
producto final. La fermentacion secundaria tiene lugar cuando es insuficiente el acido
producido por la fermentacion primaria para reducir el pH por debajo de un nivel critico de
pH 4.5, aproximadamente. Esto puede suceder si el forraje se encuentra demasiado himedo,
o si es demasiado bajo el contenido de azucar, o si es demasiado elevada la capacidad tampon
del cultivo. Las bacterias responsables de la fermentacion secundaria son principalmente los
Clostridios. Estas bacterias son anoxigénicas estrictas y pueden convertir el acido lactico en
butirico, o pueden degradar proteinas, péptidos y aminoacidos hasta aminas y amoniaco,
dependiendo de la estirpe particular de Clostridios que se desarrolla. Clostridium spp. medran
en condiciones de humedad, por lo que es posible que el pH alcance un valor elevado y
estable en un ensilado seco y sin evidencia de fermentacion secundaria (Chamberlain &
Wilkinson, 2002).

El ensilado bien conservado contiene acido lactico como producto principal de la
fermentacion de los carbohidratos hidrosolubles, principalmente fructosa y glucosa
(Chamberlain & Wilkinson, 2002).

El forraje verde debe contener de 60 a 70 % de humedad. Para determinar su punto 6ptimo,
el forraje se pica al tamafio de particulas que se va a ensilar y se recomienda presionar una

cantidad que abarque las dos manos por treinta segundos. Si el forraje deja himeda las manos
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y mantiene la forma ejercida por la presion, indica que tiene un contenido ideal de humedad
(Wagner & Sanchez, 2013).

El silo es una estructura a prueba de aire y agua (Sosa et al., 2005) que permite la
conservacion del pasto y el forraje, manteniendo su condicion jugosa y su color verde sin
disminuir el valor nutritivo. Por ejemplo, se puede utilizar un contenedor grande, redondo,
de ladrillo o metélico, con lonas, en blogues o con cualquier material que permita un cierre

hermético.

El valor nutritivo del producto ensilado es similar al del forraje antes de ensilar. Sin
embargo, es posible afiadirle nutrientes, como almidones y azucares, que pueden acelerar el
proceso de aumentar el valor nutritivo del producto. El ensilado debe ser siempre empacado
en forma compacta y mantenido bajo condiciones anaerdbicas, de tal forma, que se favorezca

una buena fermentacion (Bethancourt & Garcia, 2009).

Se puede hacer uso de una gran variedad de recipientes tales, como: tambores de metal o
plastico; tubos de concreto de 2 m de didmetro y 2 m de altura, bolsas plasticas para empaque
comercial de un espesor de 2 mm, como las usadas para envasar fertilizantes. En grandes
explotaciones existen silos con capacidades de 100 m® o mas, altamente mecanizados que
son llenados y vaciados mecanicamente. Esto permite aumentar la eficiencia en el empleo

del tiempo y reduce el costo de mano de obra (Wagner & Sanchez, 2013).

En fincas pequefias, con pocos animales, recipientes con capacidades de hasta 200 litros
gue se llenan manualmente, suelen ser silos muy eficaces. Al usar bolsas, se debe sellar la
boca y atarla con hilo para mayor seguridad, apilar las bolsas en forma piramidal sobre una

plataforma firme de tierra o cemento y protegerlas con un cobertor (FAO, 2001).
Existe una gran diversidad de silos:

- Permanentes o temporales
- Verticales y horizontales
- Deanillo

- Trinchera

- Cajon

- Tanques
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- Bolsas de hilos (sacos).

1.2.3.2. Silos verticales. Pueden hacerse de concreto, zinc, madera, metal o plastico.
Deben de tener forma cilindrica para facilitar la compactacion. Son ideales para asegurar una
buena compactacion, debido a la gran presidn que se acumula en su interior a medida que se
agrega forraje y aumenta la altura del ensilado. Esto protege el ensilaje de quedar expuesto

al aire durante el proceso de ensilado y aprovechamiento del silo.

1.2.3.3. Silos horizontales o Cajon. Este tipo de silo es el mas usado y, generalmente, se
construyen sobre la superficie del suelo. Puede tener forma de trinchera (cajon) paredes

laterales de concreto o de madera.

1.2.3.4. Silos trinchera. Estos silos, en su variedad de zanja, consisten en una excavacion
en el suelo con un plano inclinado en la entrada del silo, para facilitar el acceso durante el
ensilado y su explotacion. Cuando su tamafio es pequefio, es decir, con una capacidad menor
a 2 m®, su forma puede ser un paralelepipedo con base rectangular. Entre las desventajas del
silo en zanja estan: la necesidad de recubrir sus paredes para evitar el contacto con la tierra'y
de tomar precauciones para asegurar que no penetre agua dentro del silo (Wagner & Sanchez,
2013).

1.2.3.5. Desventajas del ensilaje. Si no se tiene cuidado con el manejo de las condiciones
que favorecen la accion de las bacterias &cido lacticas, respecto al mantenimiento de
anaerobiosis, temperatura menor a los 30°C y la disponibilidad de carbohidratos, las pérdidas
del alimento pueden ser cuantiosas o su valor nutricional bajo. El ensilaje no tiene un valor
de mercado establecido, por el corto periodo de vida que tiene cuando se abre el silo.
Normalmente, el ensilado no debe exceder el 50 % de la dieta (Argueta, 2005).

1.2.3.6. Material para el ensilaje. Todos los pastos pueden ser ensilados, pero para esto
se necesita que cumplan con los requisitos de calidad deseada y se encuentren en excedentes,
de lo contrario es recomendable que se ensilen sélo aquellos que se utilizan como
suplementos o complementos de la racion diaria. Por ejemplo, pastos de corte como maiz
(Zea mays L.), sorgo (Sorghum vulgaris), yerba merker (Super merker, elefante, merker

morada y merker enana), entre otros. Para el caso del maiz, el elevado contenido en almidén
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del grano hace que este forraje tenga un contenido energético superior al heno o al forraje de

sorgo y que, sea un buen material para ensilar (Wong, 2001).

También, se pueden ensilar leguminosas asociadas con gramineas, subproductos de
cosechas agricolas y desechos de industrias (pulpa de citricos y pulpa de café, entre otros).
El corte para ensilaje debe efectuarse al principio del periodo de crecimiento de la planta para
lograr un buen nivel de proteina y un alto valor de digestibilidad. Sin embargo, en ese
momento el contenido en agua de la planta también es alto, lo cual produce un efecto adverso

para una buena fermentacion del ensilaje (Quiroz, 2009).

Dentro de la parcela, el pasto debe ser cortado de 5 a 15 cm del suelo, de manera que
favorezca el rebrote de la planta. El corte puede efectuarse de forma manual (machete) o

mecanica (guadafia) (Sosa et al., 2005).

Wagner & Sanchez (2013), propusieron los siguientes pasos para ensilar forraje.

- El forraje a ensilar debe tener un alto valor nutritivo.

- El forraje no debe estar contaminado con suelo.

- El forraje deberé ser triturado en trozos no mayores a 2 cm para facilitar la
compactacion y reducir la cantidad de aire retenido en el forraje.

- Depositar el forraje en el silo en capas y compactar de inmediato (capas de 20 cm).

- Luego de compactado el material, esparcir una capa de sal (un 0.5 % de urea
disuelto en melaza o en agua como enriquecedor proteico energético) en toda la
superficie del silo, con la finalidad de evitar la proliferacion de hongos y bacterias.
En el uso de subproductos de cosechas es recomendable usar 0.5% de urea y 2%
melaza tomando en cuenta el costo por toneladas.

- Antes de sellar el silo, para impedir la penetracién de aire y de agua, se debe
expulsar el maximo de aire del interior del silo.

- Cubrir el silo con una lona cubierta de tierra u otro material que la proteja.

- Elensilado y el sellado del silo se debe realizar en el tiempo mas breve posible.

- Durante el uso del silo para alimentar los animales, el area de ataque del silo debe
ser reducido para que la superficie expuesta al aire sea pequefia. Esta operacion

debe ser rapida y se debe sellar el silo después de cada uso.
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El énfasis que se hace sobre la conservacién de forrajes en paises tropicales esta
relacionado con la falta de uniformidad en la produccion de forrajes durante el afio. Esto se
debe a las variaciones climaticas que imperan en las zonas tropicales (Betancourt & Garcia,
2009).

1.2.4. Forrajes. Delaby et al., (2003) indican que el aporte de forrajes conservados no
produce un incremento en la respuesta desde el punto de vista de la produccion y no se
justificaria sino, s6lo en el caso de escasez de pradera (por ejemplo, en verano, debido a
sequia estival) con el proposito de aumentar la ingestion total o de prolongar la estacion de

pastoreo.

El forraje es el componente mas importante en la dieta de la vaca lechera; experimenta
dos tipos de crecimiento: vegetativo y reproductivo. El crecimiento vegetativo, conocido
también como retofio, consiste en el desarrollo de nuevos brotes a nivel del suelo que
finalmente se convierten en plantas nuevas. El crecimiento reproductivo consiste en el

alargamiento del tallo y el desarrollo de la cabeza floral (Chamberlain & Wilkinson, 2002).

Los factores clave que influyen sobre el rendimiento anual de los forrajes son: Las
especies forrajeras, la clase de tierra, contenido de nitrogeno (N) del suelo y fertilizantes
nitrogenados, fosforo y potasio, densidad del pastizal, estrategias de siega y pastoreo
(Chamberlain & Wilkinson, 2002).

La hierba consumida en los prados es el alimento mas barato para la vaca lechera, por lo
que es importante que sea tan elevado como sea posible. Esto supone que debera desarrollarse
una estrategia de pastoreo para un determinado rebafio. La estrategia adoptada sera un reflejo
de la clase del terreno, del disefio de los campos de la explotacion y del nivel deseado del
rendimiento del rebafio (Chamberlain & Wilkinson, 2002).

En algunas comunidades, la gente corta tradicionalmente las ramas de los arboles para
alimentar al ganado. Algunos arboles son mejores que otros como forraje. Los mejores son

los arboles de la familia de las leguminosas (Leucaenea).

Estos arboles pueden crecer en filas separadas unos 4 metros. Entre sus filas pueden crecer
otras cosechas (cultivo intercalado). Las ramas y hojas de los arboles pueden cortarse todo el

afio y emplearse como forraje.
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El empleo de estos arboles como forraje es beneficioso porque:

- Sus hojas proporcionan un buen alimento a los animales durante todo el afio.

- Las hojas descompuestas proporcionan a otras cosechas un abono (fertilizante
natural) rico en minerales.

- Los arboles proporcionan lefia para combustible, madera y una proteccién contra
el viento.

- Los arboles evitan la erosion y mejoran la fertilidad del suelo (FAO, 1995).

En la estacion seca, la hierba escasea y es pobre en nutrientes. Cuando la hierba abunda
en la estacién himeda puede segarla y almacenarla hasta que la necesite en la estacion seca.

La hierba puede conservarse como heno o como producto ensilado.
Otros métodos de alimentacion del ganado que se utilizan en muchos paises:

- Alimentacion con paja tratada con urea. La paja es un forraje pobre en nutrientes
para rumiantes, pero si se humedece con urea y se mantiene tapada una semana
resulta mas nutritiva.

- Bloques de melaza- urea- minerales. Estos blogues son un buen suplemento para

los rumiantes que los lamen y toman asi sus nutrientes (FAO, 1995).

Si no se tiene cuidado con el manejo de las condiciones que favorecen la accion de las
bacterias &cido lacticas, respecto al mantenimiento de anaerobiosis, temperatura menor a los
30°C y la disponibilidad de carbohidratos, las pérdidas del alimento pueden ser cuantiosas o
su valor nutricional bajo. El ensilaje no tiene un valor de mercado establecido, por el corto
periodo de vida que tiene cuando se abre el silo. Normalmente, el ensilado no debe exceder
el 50% de la dieta (Argueta, 2005).

1.2.5. Contaminacién del alimento. La contaminacion del alimento para animales es un
grave problema que afecta a los granjeros, a la industria ganadera, a los fabricantes de

alimento y los procesadores de alimento (Channalah, 2012).

En la mayoria de los casos la principal fuente de contaminacion microbiana y de toxinas

de los alimentos son las materias primas. La prevencién de los contaminantes que entran en
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la produccion de alimentos es una mejor practica que intentar tratar los alimentos

contaminados (Channalah, 2012).

Las primeras fuentes de peligros microbiologicos en los piensos son los pastizales
contaminados, los forrajes y las harinas proteicas animales y vegetales suministradas
directamente a los animales (FAO, IFIF, 2014).

1.2.5.1. Contaminacién bacteriana. La actividad y los derivados (material fecal) de
plagas de insectos, aves y roedores en productos almacenados en el medio ambiente de
alimentacién también pueden incrementar la posibilidad de contaminacion bacteriana
patdgena (Channalah, 2012).

European Food Satafy Authority EFSA, (2008) realizd una evaluacion de riesgos
microbiologicos (MRA) en piensos identificando y caracterizando los peligros
microbioldgicos: Salmonella spp., Listeria spp., Escherichia coli, Clostridium spp.,

Campylobacter spp.

Salmonella spp., es ain un motivo de preocupacion para la salud humana en todo el
mundo. Esta demostrado que la infeccion en los animales tiene un impacto directo en los
seres humanos debido a su transmision a través de los alimentos de origen animal. Los
piensos contaminados pueden representar una importante via de exposicion a Salmonella spp.
No obstante, en la Reunion de Expertos se dispuso de pocos datos cientificos sobre la
correlacion entre piensos contaminados e infeccién del ganado por la misma cepa de
Salmonella spp. y la contaminacién de la carne, leche y huevos obtenidos de esos mismos
animales (FAO, IFIF, 2014).

La contaminacion con E. coli, incluyendo E. coli O157:H7, es otro de los principales
contaminantes bacterianos patogenos en productos para la alimentacion animal. Existe
preocupacion con respecto a la transferencia de estos patdgenos de los animales de consumo

a los seres humanos a través de la cadena alimenticia (Channalah, 2012).

En algunos paises afectados por la brucelosis, los rumiantes que padecen la infeccion
pueden parir o abortar en los campos donde pastan o de donde se cosecha el pasto que se usa
como pienso. Es bien sabido que las placentas de los animales infectados contienen altos

niveles de microorganismos de Brucela. Si se suministra forraje contaminado a los animales
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lecheros, estos pueden excretar microorganismos en la leche. Si la leche no se somete a un
proceso de pasteurizacion antes del consumo humano, puede representar un riesgo para la
inocuidad alimentaria (FAO, IFIF, 2014).

1.2.5.2 Contaminacién fangica. Los mohos pueden presentarse en la alimentacion del
ganado, estos forman esporas mediante reproduccion sexual, y segun esto, se
clasifican como mohos perfectos o imperfectos, respectivamente. Los mohos
forman numerosas esporas asexuales, y dependiendo del tipo pueden formar
conidias, esporangiosporas y artrosporas. Entre los mohos importantes en
alimentos, las especies de Aspergillus spp. y Penicillium spp. forman conidias.
Una espora en un ambiente adecuado germina y forma una hifa y reanuda el

crecimiento para producir el tallo (Ray & Bhunia, 2010).

1.2.5.3 Contaminacién con micotoxinas. Ademas, a menudo los alimentos para animales
estdn contaminados con micotoxinas que son compuestos toxicos que producen ciertas
especies de hongos filamentosos que se encuentran en granos y productos contaminados para
la alimentacion animal tales como: aflatoxinas, fumonisinas, deoxinivalenol, etc.; las cuales
son capaces de provocar enfermedades y trastornos en los animales afectando a la industria
ganadera. Aunque es dificil la trazabilidad de la contaminacion de los alimentos terminados
a su fuente inicial, la fuente de los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos se

vincula al consumo de alimentos contaminados (Channalah, 2012).

Teniendo en cuenta que los alimentos para animales se producen en pequefias cantidades
a nivel de granja y comercialmente en grandes cantidades en fabricas de alimentos. Las
materias primas son la principal fuente de micotoxinas en los productos alimenticios. En
general, el uso de materias primas de granos de bajo costo y bajo grado es el motivo de los

productos contaminados para alimentacién animal (Channalah, 2012).

La presencia de micotoxinas tales como: aflatoxinas, fumonisinas, tricotecenos
(incluyendo desoxinivalenol), ocratoxina A y zearalenona en los alimentos para animales en
niveles superiores a los limites de tolerancia puede afectar gravemente la economia del pais
(Channalah, 2012).
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Los agricultores deben tener presente que los animales alimentados con piensos
contaminados por aflatoxinas no muestran signos clinicos de aflatoxicosis. Los piensos que
presentan mayor susceptibilidad a la aflatoxina son los cereales (en particular, el maiz), las
semillas de algodon, los cacahuetes y la copra. La contaminacion por aflatoxinas no es
homogénea, por lo que es muy importante aplicar un método de muestreo adecuado. No
deben suministrarse piensos con una significativa contaminacion por aflatoxinas ni a las
vacas lecheras u otros animales de los que se obtiene leche para consumo humano ni a otros

animales destinados a la produccion de alimentos (FAO, IFIF, 2014).

La aflatoxina B1 (AFB1) es la que tiene mayor potencia y actividad carcinogénica a nivel
hepatico, fetal teratogénica y de ciclo celular mutagénica. La aflatoxina B2 es similar a la
B1, excepto por la saturacién del primer anillo de furano; es carcinogénica, pero menos téxica
y menos frecuente que la B1. Las propiedades carcinogénicas de ambas se han demostrado
en truchas arcoiris, ratas, ratones, cerdos, vacas, caballos, ovejas, patos, pavos, faisanes y

pollos (Bogante et al., 2004).

Los tricotecenos (desoxinivalenol, toxina T-2 y otros) (producidos por Fusarium
graminearum, F. culmorumy F. sporotrichioides) causan distintas afecciones segin la
toxina especifica y la cantidad ingerida. El desoxinivalenol, también llamado vomitoxina, es
un contaminante frecuente del trigo, tiene propiedades inmuno y neurotoxicas, y es 70 veces
menos toxico que la toxina T-2 (Summerell et al., 2001). Los tricotecenos en su mayor parte
son destruidos en el rumen. El rango de los residuos de toxina T-2 en carne y visceras vacunas
es 8,8-18,5 ng/Kg y en leche 11,4 pg/Kg para animales que consumieron forraje con 31
mg/Kg (Who, 1990). El nivel maximo admisible de toxina T-2 y HT-2 es 100 y 25- 100
Hg/Kg respectivamente, mientras que el de desoxinivalenol es 5.000-10.000 pg/kg (Sanchis
et al., 2000). Cabe resaltar que la toxicosis en humanos fue observada en Ucrania (World

Cancer Research Fund, 1997) y varias regiones de Asia (Edwards et al., 2002).

Los niveles de contaminacion de productos agricolas con fumonisinas pueden alcanzar
hasta 330.000 pg/Kg, principalmente en los destinados al consumo animal. El nivel medio
en maiz de exportacion es menor que 300 pug fumonisina B1/Kg (Shephard et al., 1996). La
“International Agency for Research on Cancer” clasifico a estas micotoxinas como posibles

cancerigenos en humanos (World Cancer Research Fund, 1997).
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En Argentina, la ingesta media diaria estimada de fumonisina B1 es 0,2 pug/Kg de peso
corporal y este valor deberia aumentarse un 40% si se consideran fumonisinas totales. La
ingesta diaria por persona en Latinoamérica oscila entre 0,2 y 17.000 ug (Bolger et al., 2001).
Hay una correlacién positiva entre el contenido de esta toxina y el cancer de es6fago en zonas
de China (Sanchis et al., 2000).

Mientras que los psoralenos originan fotodermatitis, la zearalenona (producida por F.
graminearum y F. culmorum) es hiperestrogénica (Smith & Henderson, 1991). La “Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives” (JECFA) estableci6 una ingesta maxima
tolerable de zearalenona de 0,5 g toxina/Kg de peso corporal/dia (Eriksen et al., 2000). La
ocratoxina A (producida por Penicillium verrucosum) también es considerada como posible
cancerigena y los valores maximos en granos alcanzan hasta 5.000 pg/Kg. La JECFA estimo
tolerable una ingesta semanal méaxima de 0,1 pug/Kg de peso corporal y se establecieron
limites de 1 a 50 pg/Kg para el consumo humano y veinte veces mayor para los animales
(World Cancer Research Fund, 1997).

En la Tabla 9 se puede observar un resumen de las afecciones en el hombre provocadas

por la ingesta de las micotoxinas.

Tabla 9. Afecciones en el hombre provocadas por la ingestién de micotoxinas.

Micotoxinas Afecciones

Aflatoxina B1 Induccién de céancer hepatico, se excreta por
leche como aflatoxina M1, pasa al feto (World
Cancer Research Fund, 1997).

Aflatoxina M1 Induccién de cancer hepatico, excretada en leche
materna, pasa al feto (Jonsyn et al., 1995)

Alcaloides del ergot Ergotismo convulsivo; ergotismo gangrenoso
necrético (Doyle et al., 1997)

Citroviridina Beriberi cardiaco agudo (Smith & Henderson,
1991).
Desoxinivalenol Diarrea, nauseas, vomitos, cefalalgia, dolor

abdominal, anorexia, escalofrios, convulsiones,
vértigo; inmunotoxicidad (Doyle et al., 1997).

Fumonisinas Lesiones precancerosas en esdfago (Doyle et al.,
1997).
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Micotoxinas Afecciones

Moniliformina Cardiopatia endémica en China (Summerell, et
al., 2001).
Ocratoxina A Nefropatia endémica de los Balcanes, Tunez y

Escandinavia; excrecion por leche materna, pasa al

feto; tumores en tracto urinario (Jonsyn, et al., 1995)

Psoralenos Dermatitis por contacto, eritema y ampollas
(Smith & Henderson, 1991)
T-2yHT-2 Aleukia tdxica alimentaria: sensacion de

quemazén en bhoca y garganta; vomitos, diarrea y
dolor abdominal; hemorragias; destruccién de
médula 6sea; inmunosupresion; muerte (Doyle et al.,
1997)
Zearalenona Cambios puberales precoces (Doyle et al., 1997)
Fuente: Carrillo & Audisio, 2007.

Los ingredientes que no se deben usar en la alimentacion animal son: Los que estén
identificados como probables introductores de agentes zoonoticos (que incluye a las
encefalopatias espongiformes transmisibles o TSE) a la poblacion que se va a sacrificar, o
gue contengan sustancias quimicas (por ejemplo, medicamentos, veterinarios o plaguicidas)
0 contaminantes que pudieran resultar en residuos en la carne a niveles que hagan que el

producto no sea inocuo para su consumo (FAO, IFIF, 2014).

1.3. Aspergillus spp.

1.3.1. Generalidades. Pertenece a la divisién Deuteromycota, clase Hyphomycetes, orden
de los Hyphomycetales y familia Moniliaceae (Ortega, 2002). Aspergillus spp. se
caracterizan por tener micelio vegetativo compuesto de hifas septadas, ramificadas,
incoloras, estructura conidial desarrollada como pedicelos y cabezuelas de origen en células
hifales especializadas (células del pie), de paredes gruesas, las cuales producen conidioféros
como ramas aproximadamente perpendiculares al eje longitudinal de la célula del pie (Garcia
& Verastegui, 2001).

La clasificacion se hace por las estructuras de reproduccion y color de sus colonias. Los
miembros de este género son aerobios de crecimiento rapido, la colonia es inicialmente plana,

blanca que crece haciéndose algodonosa. A medida que envejece y va apareciendo la
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esporulacion, el centro de la colonia se va tornando de color distinto segun la especie (Arias
& Pifieros, 2008).

El género Aspergillus comprende alrededor de 180 especies, son hongos filamentosos,
hialinos y ubicuos. Se reproducen asexualmente por conidias que se originan de grupos de
fialides localizadas en un ensanchamiento terminal del conidiéforo (vesicula) Figura 1.
(Méndez, 2015).

Figura 1. Estructuras de reproduccion asexual de Aspergillus spp.

Cabeza aspergilar donde se observa el conidioforo, vesiculas, fialides y cadenas de fialoconidias, estructuras
todas ellas que intervienen en la reproduccion asexual de los hongos de este género.
Fuente: Méndez, 2015.

Aspergillus spp. se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, pudiéndose aislar
de una extensa gama de sustratos; ha sido estudiado desde hace siglos debido a sus
propiedades industriales, de deterioro, biotecnoldgicas y efectos negativos en la salud
humana y animal (Alvarenga et al., 2012).

La identificacion a nivel de género es sencilla mediante caracteristicas morfoldgicas; sin
embargo, a nivel de especies se complica. La taxonomia de Aspergillus spp., se fundamenta
hasta el siglo pasado, en caracteristicas fenotipicas. En la actualidad se recomienda el llamado
enfoque polifasico, basado en la utilizacion de caracteres morfologicos en combinacion con
caracteristicas bioquimicas y moleculares para dar perfiles de especies mucho més detallados
(Klich & Samson, 2007).

En (1965), Rapper y Fennell, publicaron el libro, "The genus Aspergillus"”, basico para la
identificacion de estos hongos durante la mayor parte del siglo pasado. Dicha publicacion,

aceptaba 132 especies subdivididas en 18 grupos. Actualmente, se consideran mas de 180
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especies anamorficas aceptadas, que presentan teleomorfos en 9 géneros
diferentes. Aspergillus se subdivide en 7 subgéneros que a su vez se dividen en grupos
(Samson & Pitt, 2000).

Aproximadamente, 50 nuevas especies de Aspergillus fueron descritas a partir de 2000,
basandose en caracteristicas morfoldgicas y moleculares siendo muchas de ellas imposibles
de diferenciar morfoldégicamente (Klich, 2009). Numerosas especies importantes

de Aspergillus se hallan descritas en bases de datos como Mycobank.org o Index Fungorum.

Los criterios morfoldgicos utilizados para la clasificacion de las especies del
género Aspergillus y sus teleomorfos, se basan en la utilizacion de medios de cultivo
diferenciales y temperaturas de incubacion que permitan el desarrollo de caracteristicas Utiles
en su identificacion (Rodriguez et al., 2007). Las principales caracteristicas macro y
microscépicas utilizadas en la clasificacion a nivel de especie en estos hongos incluyen el
diametro de las colonias, coloracion del anverso y reverso de las colonias, presencia de
esclerocios, gotas de exudado y pigmento difusible, textura de las colonias, disposicion de
las métulas o fialides sobre la vesicula, medidas de los estipes, vesiculas, ornamentacion y

color de las conidias, de las células de Hiille y de las ascosporas (Rodriguez et al., 2007).

En estos hongos se ha descubierto su fase de reproduccidn sexual y se ubican dentro de la
division Ascomycota. Son organismos heterotélicos y la unién de hifas de sexo diferente
origina la formacion de ascas que contienen ascosporas, tanto las ascas como las ascosporas
estan contenidas en un cuerpo fructifero que puede ser redondo y cerrado que Se conoce como
cleistotecio, o bien, puede tener forma de pera llamado peritecio, como se aprecia en la Figura
2 (Alvarenga et al., 2012).
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Figura 2. Reproduccion sexual y asexual de Eurotium rubrum.

En este caso, las ascas y ascosporas se encuentran dentro de un cleistotecio.
Fuente: Herrera & Ulloa, 1998.

Aungue conocer la forma de reproduccion sexual es de gran utilidad para estudios
taxondmicos, fisioldgicos y de reproduccion, las enfermedades causadas por estos hongos se

presentan cuando el hongo se reproduce asexualmente (Alvarenga et al., 2012).

Los hongos de este género, tienen gran potencial bidtico y son degradadores activos del
material organico y en consecuencia muy Utiles en la ecologia del planeta. Sin embargo,

causan enfermedades en el humano y animales por tres mecanismos diferentes:

Hipersensibilidad. Esta puede ser congénita y en estos casos Aspergillus spp. solo actdan
como lo harian otros antigenos ambientales, por ejemplo, polvo o pélenes ocasionando desde
una rinitis alérgica, hasta un asma cronico severo, los pacientes tienen concentracion elevada
de IgE. En otros casos, las personas pueden hacerse hipersensibles a los hongos de este
género, si trabajan en sitios con altos niveles de contaminacion por el agente, como puede
ocurrir en los silos donde se almacenan granos en malas condiciones de humedad y

temperatura, en estos casos se incrementa la concentracion de 1gG (Alvarenga et al., 2012).
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Intoxicacion por ingesta de metabolitos fungicos (micotoxicosis). En estos casos,
substancias como las aflatoxinas producidas durante el crecimiento de A. flavus, A.
parasiticus y A. nomius cuando se desarrollan abundantemente sobre alimentos, pueden
causar dafios a diversos 6rganos, aun cuando al momento de la ingesta, el hongo ya no esté
presente. Se ha demostrado el potencial hepatotdxico y cancerigeno de muchos metabolitos
como las aflatoxinas y ocratoxinas de diversas especies de Aspergillus; y otras como la
gliotoxina en estudios de laboratorio han mostrado tener un efecto inmunosupresor
(Alvarenga et al., 2012).

Invasion (micosis). El sufijo “osis” se refiere a enfermedad o invasion, como en todas las
infecciones, se substituye la dltima silaba por el sufijo y entonces cuando decimos
aspergilosis nos referimos a la invasion de tejidos y érganos por hongos de este género. Los
hongos del género Aspergillus, son capaces de invadir porque producen diversas enzimas
inducidas como lipasas 0 proteasas, elastasas 0 DNAsas. A pesar de la diversidad de
substancias potencialmente patégenas, las infecciones humanas generalmente requieren de
factores predisponentes, entre los mas importantes tenemos los que se muestran en la Tabla
10 (Alvarenga et al., 2012).

Tabla 10. Localizacion de la Aspergilosis y factores predisponentes.

Localizacion Factores predisponentes

Pacientes hipersensibles que habitualmente

sintetizan gran cantidad de IgE. También la pueden

Aspergilosis alérgica presentar como enfermedad laboral personas que
trabajan en sitios altamente contaminados con
Aspergillus spp, en ellos se eleva la IgG especifica
contra estos hongos.

Aspergiloma pulmonar Cavidades pre- existentes como las causadas por
la tuberculosis o funcionales v.g. bronquiectasia.

Aspergilosis pulmonar invasiva Leucemia, trasplantes de meédula 6sea u 6rganos
solidos, tratamiento para el cancer, esteroides de alta
potencia por periodos prolongados.

Queratitis Lesiones corneales con materiales contaminados
y uso de antiinflamatorios

Cuténea Quemaduras, abrasiones extensas en la piel.
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Localizacion Factores predisponentes

Senos paranasales Vivir en zonas de clima tropical e infecciones
bacterianas frecuentes.

Otitis externas Pacientes con protesis auditivas, personas que
practican natacion con frecuencia o que habiten en
regiones con gran humedad y temperatura elevada
(clima tropical).

Otros 6rganos Habitualmente son secundarias a otro foco de
aspergilosis y generalmente son muy graves.

Fuente: Alvarenga et al., 2012.

1.3.2. Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius. Estos se
encuentran en el suelo y crecen rapidamente sobre materia organica corrupta. Sus colonias
son generalmente amarillas, verde amarillo, amarillo-marrones, o verdes; granulares,
aterciopeladas, o algodonosas; y tienen una saliente periférica blanca y un margen distintivo
(Kimblas, 2004).

Aunque los especimenes deben sembrarse en medio de agar dextrosa Sabouraud (ADS)
simple y ADS con antibidticos, este género de hongos es sensible a la cicloheximida, por lo
que solo se desarrolla sobre ADS simple. El estudio macroscopico y microscépico de las
colonias generalmente permite identificar a A. flavus (Figura 3) (Méndez, 2015).

Figura 3. Aspergillus flavus.

El primer aislamiento generalmente es verde amarillento, en resiembras de cultivos puede adquirir un
color biege o amarillento (centro). El estudio microscopico muestra fidlides dispuestas en toda la superficie de
la vesicula del conidi6foro.

Fuente: Méndez, 2015.
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En la Tabla 11 se pueden apreciar las caracteristicas y parametros de desarrollo de las
principales especies de Aspergillus productoras de Aflatoxinas.

Tabla 11. Carateristicas morfoldgicas de las especies de Aspergillus.

Especie de Aspergillus

Caracteristicas

Parametros de

desarrollo

Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticum (Figura 4)

Las colonias sobre agar Czapek
alcanzan un didmetro de 3,5 cm
dentro de 7 dias, a 25°C. Usualmente,
consisten de micelio verde-amarillo,
verde claro y oscuro de textura
pulverulenta. Margen de la colonia de
color blanco, textura algodonosa.
Reverso verde-crema oscuro. No
presenta exudacion (Arias & Pifieros,
2008).

Conidiéforos hialinos, ligeramente

rugosos. Vesicula globosa a
subglobosa, 20 -35 pum de didmetro.
Las fidlides (6-10 x 4.0 -5.5 pm)
crecen directamente sobre la vesicula
0 sobre las métulas. Métulas 6.5 — 10
x 35.0 pm. Conidios globosos a
subglobosos. 3.4 um de diametro, de
color verde claro (Arias & Pifieros,

2008).

Los parametros para el
desarrollo de Aspergillus
flavus son: temperatura que
oscile entre 10 y 43°C, pero
cabe recalcar, que la
temperatura 6ptima de este
hongo es entre 20 y 30°C;
una actividad de agua
Optima de 0,99; y méxima
de 0,998; y un pH que oscila
entre los valores de 2,1 y
11,2 (Vargas & Velasquez,
2013).

Las pardmetros para el
desarrollo para el
crecimiento del  hongo
productor se da a partir de
los 30°C, mientras que el de

la aflatoxina, se da desde
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Especie de Aspergillus

Caracteristicas

Parametros de
desarrollo

Aspergillus nomius (Figura 5)

Representa una nueva

especie aflatoxigénica
fenotipicamente similar a A.
flavus. La separacion de A.
flavus se basa en la presencia
de esclerocios indeterminados
y una menor temperatura de
crecimiento. Las
comparaciones de la relacién
del ADN muestran que A.
nomius solo ha evolucionado
relativamente recientemente de
y A

(Kurtzman et al., 1987).

A. flavus tamarii

los 28°C, de

Optima; la actividad de agua

manera
requerida para el
crecimiento de este hongo
es realmente menor que
Aspergillus flavus y oscila
entre los 0,87; este hongo es
mas sensible al pH, debido
a que su crecimiento es
viable en un rango de 4
como minimo, ya se inhibe
el crecimiento a un pH
menor, y COmMO mMaximo
tiene un valor de 7 (Vargas
& Velésquez, 2013).

Fuente: Autor.

64



Figura 4. Aspergillus parasiticus.

Fuente: www.ars.usda.gov/southeast-area/dawson-ga/peanut-research/docs/mycotoxin-research/page-3/.

A

L

Figura 5. Aspergillus nomius.

Cultivo y examen microscopico en aislamiento clinico con SDA después de 5 dias a 37°C.
Fuente: Tamet al., 2014.

1.3.3. Produccion de toxinas. La temperatura minima necesaria para desarrollarse y
producir micotoxinas es de 10-12°C, en general para Aspergillus spp. La actividad de agua
(Aw) minima necesaria para iniciar su desarrollo y para producir micotoxinas es de 0,75 y
de 0,83, respectivamente. Aspergillus crece y puede producir micotoxinas de una forma
Optima a 25°C, con una actividad de agua de 0,95. Sin embargo, existen estirpes
de Aspergillus flavus que en sustratos tales como el arroz, crecen entre 6 y 45°C con un
Optimo a 37°C y la produccion de micotoxinas se efectta entre 11 y 36°C con un maximo de
produccion a 30°C (Gimeno, 2005).
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Las principales especies productoras de aflatoxinas son Aspergillus flavus, A.
parasiticus y A. nomius, aunque se conocen otras. La aflatoxina Bies la sustancia con
potencial cancerigeno mas elevado que existe en la naturaleza (Perrone et al., 2007),
siendo A. flavus la especie mas comun asociada a su contaminacién. También especies como
A. pseudotamaris y A. caelatus son reconocidos por ser productores de Aflatoxina G1 y G2
(Vargas & Velasquez, 2013).

La diversidad genética dentro de poblaciones de A. flavus ha sido ampliamente estudiada
en relacién con su potencial de produccion de aflatoxinas y su relacion con las variantes
morfolégicas L (400 um o mas) y S (menores a 400 pm) denominadas asi de acuerdo al
tamario de los esclerocios que producen (Perrone et al., 2007). En laboratorio, en medios de
cultivo, los aislamientos de suelo de cepas tipo S, producen niveles mas altos de aflatoxinas
(Perrone et al., 2007). La sintesis de aflatoxinas y sus metabolitos precursores se asocia

también a una mayor produccién de conidios (Wilkinson et al., 2004).

Estudios sobre la biodiversidad de las especies de Aspergillus toxigenas son Utiles para
aclarar molecular, bioguimica y ecolégicamente las caracteristicas de las diferentes especies
en relacion con su adaptacion a diferentes condiciones ambientales y geograficas, asi como
su potencial de toxigenicidad (Samsonet al., 2007). Cinco de los seis subgéneros
de Aspergillus incluyen una o mas especies que producen un teleomorfo, y muchos mas que

no lo hacen (Samson et al., 2007).

Las relaciones teleomorfo - anamorfo de Aspergillus son complejas. La evidencia
molecular hasta la fecha indica que todas estas estdn filogenéticamente relacionadas
(Peterson, 2000). Sin embargo, los teleomorfos y anamorfos de Aspergillus son muy distintos
entre si, tanto en la morfologia como en la fisiologia (Samson et al., 2007). La presencia de
un teleomorfo es un importante indicador de la fisiologia, capacidad de descomposicion y
potencial para la produccion de micotoxinas. En aquellas especies cuyos teleomorfos no se

conocen, las mismas son llamadas por sus anamorfos (Pitt & Samson, 2007).

Cabe recalcar, que los factores de crecimiento del hongo, no necesariamente son los
mismos que los de la micotoxina, debido a la exigencia de cepas no toxigénicas en el hongo;

asi como la ausencia del hongo productor, no implica que el alimento esté libre de aflatoxinas,
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poseen mayor resistencia, ante ambientes adversos que Aspergillus spp. (Vargas &
Velasquez, 2013).

1.4. Micotoxinas

1.4.1. Concepto. La FAO (1991), las define como metabolitos secundarios de hongos,
producidos en la etapa final del crecimiento exponencial de una colonia fingica, que
provocan cambios patoldgicos tanto en seres humanos como animales, y la micotoxicosis

son los sindromes de la toxicidad resultante de la absorcién de micotoxinas.

El término micotoxicosis hace referencia a un amplio grupo de intoxicaciones causadas
por la inhalacion, el contacto directo o la ingestion de alimentos que han sido contaminados
con micotoxinas (Serrano & Cardona, 2015). Muchos investigadores han analizado los

efectos nocivos de las micotoxinas en el ganado (Channalah, 2012).

Gimeno (2011), especifica que las micotoxinas son compuestos policetonicos resultantes
de las reacciones de condensacion que tienen lugar cuando en determinadas condiciones
fisicas, quimicas y bioldgicas se interrumpe la reduccion de los grupos ceténicos en la
biosintesis de los acidos grasos realizada por los mohos. Estos acidos grasos son metabolitos
primarios utilizados por los mohos como fuente de energia. Las micotoxinas se suelen formar

al final de la fase exponencial o al principio de la fase estacionaria del crecimiento del moho.

1.4.2. Origen. El término micotoxina deriva de las palabras griegas “mykes” (hongos) y
“toksicons” (veneno) (Céspedes, 1997). Estas pueden ser producidas antes o después de la
cosecha, durante el almacenaje, transporte, procesamiento o en el momento de ser utilizados

en alimentacion.

Hay factores, tanto intrinsecos, como extrinsecos que influyen en el crecimiento flngico
y en la produccién de micotoxinas sobre un substrato dado. Entre los factores intrinsecos
estan la actividad hidrica, el pH, y el potencial de reduccion-oxidacion, mientras que los
factores extrinsecos que influyen en la produccion de micotoxinas son la humedad relativa,

la temperatura y la disponibilidad de oxigeno (FAO, 2000).

1.4.3. Generalidades. Las micotoxinas poseen estructuras quimicas muy diversas, aunque
todas son compuestos organicos de masa molecular relativamente baja (EFSA, 2004). Las

principales micotoxinas que afectan a los alimentos son: Aflatoxinas (producidas por hongos
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del género Aspergillus), Ocratoxinas (producidas por hongos de los géneros Aspergillus y

Penicillium), Tricotecenos, Fumonisinas y Zearalenona (producidas por hongos del género

Fusarium) y Patulina (producidas por hongos del género Penicillium) (Henry et al., 2001).

En la Tabla 12 se resumen los mohos productores de algunas micotoxinas.

Tabla 12. Mohos productores de algunas micotoxinas.

Micotoxinas

Mohos

Aflatoxinas

Alcaloides del ergot

Citroviridina

Desoxinivalenol

Fumonisinas

Moniliformina

Ocratoxina A

Psoralenos

Toxina T-2

Zearalenona

Aspergillus flavus, A. nomius, A. parasiticus

Claviceps purpurea, Neotyphodium
coenophialum

Aspergillus terreus, Eupenicillium
ochrosalmoneum, Penicillium citreonigrum

Fusarium culmorum, F. graminearum, F.
pseudograminearum

Alternaria arborescens, Fusarium nygamai, F.
proliferatum, F. verticilloides

Fusarium acuminatum, F. avenaceum, F.
fujikuroi, F. proliferatum, F. subglutinans, F.
thapsinum

Aspergillus alliaceus, A. carbonarius, A. melleus,
A. niger, A. ochraceus, A. sclerotiorum, A.
sulphureus, Penicillium verrucosum

Sclerotinia sclerotiorum

Fusarium armeniacum, F. equiseti, F. musarum,
F. poae, F. sporotrichioides

Fusarium crookwellense, F. culmorum, F.

equiseti, F. graminearum, F. semitectum

Fuente: Carrillo & Audisio, 2007.

Las micotoxinas ejercen efectos toxicos sobre los seres humanos y sobre los animales.

Esta toxicidad esta influenciada por toda una serie de factores, como los que se detallan a

continuacion:

- Tipo de micotoxina, biodisponibilidad y concentracion de la misma en el alimento.

- Sinergismos entre las micotoxinas presentes.

- Cantidad de alimento consumido y continuidad o intermitencia en la ingestion.
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- Peso del individuo, edad y estado fisiologico del mismo.

Las micotoxinas pueden producir una disminucién de las defensas inmunitarias en el ser
humano y en los animales, pudiendo aumentar la susceptibilidad a determinadas infecciones.
Asimismo, las micotoxinas pueden actuar sobre el metabolismo de los glicidos y de los
lipidos, asi como sobre la actividad de diversas enzimas participantes en dichos
metabolismos. También tienen efectos sobre determinados 6rganos diana, que suelen ser:

Sistema Nervioso Central, sistema gastrointestinal, higado, rifion y piel (Henry et al., 2001).

La informacién sobre las interacciones potenciales entre todos esos compuestos es todavia
muy escasa. Ademas, se sabe que algunas micotoxinas, como la aflatoxina B1, estan
asociadas con enfermedades de los seres humanos y de los animales. Por ello, la elaboracion
de estrategias practicas de control y gestion es esencial para garantizar la seguridad de los
consumidores. Debido al caracter imprevisible y heterogéneo de la contaminacion por
micotoxinas, se considera que la destruccién del 100 % de todas las micotoxinas en todos los
sistemas alimentarios no es una opcion viable. Sin embargo, un enfogque practico consiste en
utilizar un sistema de “obstaculos”, basado en el concepto de HACCP, en que la
contaminacion se controlara a través de la produccion y de las operaciones posteriores a ésta
(FAO/ OMS/PMA, 1999).

Los sistemas integrados de gestion de micotoxinas deben considerar los puntos de control,
desde el campo hasta el consumidor. Este tipo de sistema de gestion tiene en cuenta la
comunicacion entre expertos en el control antes y después de la cosecha o produccion y en
el curso de ésta. En un sistema de este tipo, cada fase de la produccion contribuiria a reducir
el riesgo, de manera que cuando el alimento/pienso final llegue al consumidor los peligros
asociados con la contaminacion por micotoxinas se habrian reducido al minimo (Garcia,
2002).

1.4.4. Micotoxinas e inocuidad de alimentos. Las micotoxinas juegan un papel
importante en la proteccion de alimentos para consumo humano teniendo de esta manera alta
implicacién en la inocuidad alimentaria. Las caracteristicas del metabolismo de las
micotoxinas, indican que hay una eliminacion del metabolito de la aflatoxina B1 (AFB1) en
la leche como aflatoxina M1, que representa el unico factor de riesgo en los alimentos de

origen animal para los humanos (Duarte & Villamil, 2006).
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La mayoria de los hongos crecen en los cereales, produciendo sus toxinas cuando las
condiciones son favorables. Asi, se estima que entre el 25y 40% de los cereales pueden estar
contaminados con alguna o varias micotoxinas (Pittet, 1998). De esta forma, los cereales
cobran una atencidn prioritaria por la incidencia de su contaminacion, asi como por su
elevado consumo por animales y el hombre. Sin embargo, la incidencia y concentracion de
las micotoxinas en los productos es variable y esporadica en diferentes afios y localizaciones
geograficas (CAST, 1989), en parte debido a la variacion en las condiciones climaticas. En
la Figura 6 se presentan los factores que afectan el crecimiento flngico y produccién de

micotoxinas.
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Figura 6. Factores que afectan el crecimiento fungico y la produccion de micotoxinas.

Fuente: Denli & Pérez, 2006.

Los primeros casos de micotoxicosis conocidos en la Edad Media fueron debidos al
centeno contaminado con Claviceps purpurea. En 1912 Quevedo, en la Argentina, describio
la accion de los metabolitos toxicos de un Aspergillus del maiz sobre varias especies
animales, lo que constituye la primera observacion cientifica de las micotoxicosis en
Sudamérica. En 1960 la intoxicacion masiva de pavos en Inglaterra llevd al aislamiento de
las aflatoxinas, Ilamadas asi pues son producidas por especies del grupo Aspergillus flavus
(Smith & Henderson, 1991).

La presencia de las micotoxinas en los vegetales puede deberse:
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- Alainfeccion de la planta en el campo por el hongo patégeno

- Ala colonizacion por los saprobios, o al crecimiento de los mohos saprobios

- Patdgenos postcosecha sobre los frutos y granos almacenados,

- Al desarrollo fungico saprobio durante el almacenamiento de los productos ya

procesados (Swanson, 1987).

Las micotoxinas son compuestos ubicuos que difieren en sus propiedades quimicas,
bioldgicas y toxicoldgicas. Una micotoxicosis primaria se produce al consumir vegetales
contaminados, y secundaria al ingerir carne o leche de animales que comieron forrajes con
micotoxinas (Smith & Henderson, 1991). La presencia de aflatoxina M1 en la leche materna
es consecuencia de la ingestion de aflatoxina B1 con los alimentos y provoca una

micotoxicosis en el bebé (Jonsyn, 1995).

En cuanto a seguridad alimentaria, las aflatoxinas generan el principal problema que se
refiere a la disminucion de los pardmetros productivos en la mayoria de las especies
destinadas a la produccién de alimentos, ya que las intoxicaciones y el dafio que éstas causan
en el sistema inmune pueden predisponer a las especies a enfermedades infecciosas

enmascarando la etiologia principal.

La AFB1 afecta fundamentalmente a las aves, cerdos y otros monogastricos. Los
rumiantes son menos vulnerables a la ingesta de aflatoxina. En los animales monogastricos
la sintomatologia clinica puede producirse tras el consumo de piensos contaminados con
concentraciones por encima de 50 ppb, mientras que en el vacuno la sintomatologia
sobreviene con concentraciones por encima de 1,5-2,23 mg/Kg (Miller & Wilson, 1994).
Dependiendo de la presencia de otros factores simultaneos, pequefias cantidades de AFB1
(>20 ppb) pueden provocar efectos tdxicos. En estas condiciones un nivel de aflatoxina por
encima de 100 ppb puede resultar también toxico en rumiantes. Los sintomas de aflatoxicosis
aguda consisten en depresion, anorexia, pérdida de peso, afeccion gastrointestinal,
hemorragias, lesiones hepaticas (higado graso, necrosis, y apoptosis) y edema pulmonar. Los
sintomas a una exposicion moderada y prolongada a aflatoxinas pueden reflejarse en un
descenso en el consumo de pienso y de las producciones (crecimiento, produccién de huevos
y leche). Las aflatoxinas pueden afectar también a la calidad de leche y de los productos
lacteos, y representan un riesgo de presencia de AFM1, como derivado de la AFB1
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consumida por las hembras lactantes. La relacion entre la AFB1 consumida y la cantidad de
AFML1 contenida en la leche es bastante variable; como media se estima un depoésito entre
0,3-6,2% de la AFB1 en forma de AFML1 en la leche (Creppy, 2002).

El nivel de excrecion de micotoxinas en la leche es generalmente bajo y se ve afectado
por el peso molecular y la lipofilia de una determinada micotoxina. La tasa de transporte
también esta influenciada por el gradiente de pH entre el plasma sanguineo y la leche, que

cambia segun el estado de salud del animal (Yiannikouris & Jouany 2002; Kalac, 2011).

La absorcion de micotoxinas por la glandula mamaria puede ocurrir a través de la
filtracion intercelular, la difusion pasiva por la membrana celular o el transporte activo
(Jouany 2001; Yiannikouris & Jouany 2002), depende de la micotoxina, su estado ionico,

entre otros.

1.5. Aflatoxinas
1.5.1. Concepto. La palabra aflatoxina proviene de la primera letra “A” que denota al
género Aspergillus, seguida de las tres letras “FLA” correspondiente a la especie flavus y el

sustantivo “toxina” que significa veneno (Ellis et al., 1991).

1.5.2. Generalidades. Las aflatoxinas son un grupo de compuestos quimicos organicos
no proteicos de bajo peso molecular, cuyo esqueleto basico es un anillo de Furano unido al
nucleo de Cumarina, producidas principalmente por los hongos Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius (Kimblas, 2004), pueden encontrarse en el
suelo, en las plantas, en los restos de animales, en granos y en semillas de maiz y mani
(Decastelli et al., 2007).

La diferenciacion entre estas especies puede efectuarse segin la produccion de
determinados metabolitos secundarios. Asi, A. flavus produce solo aflatoxinas B1 y B2,
mientras que A. parasiticus produce aflatoxinas B1, B2, G1 y G2. La especie recientemente
descrita A. nomius se caracteriza por producir aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 y un metabolito
exclusivo, la nominina. Algunos autores indican que, en algunas colecciones internacionales
de cultivos, diversas cepas de A. parasiticus son en realidad A. flavus y algunas cepas

identificadas como A. flavus deberian denominarse A. nomius (Abarca et al., 2000).
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Bajo condiciones de estrés tales como: sequia o infestacion por insectos, la contaminacion
por aflatoxinas es probablemente alta. Generalmente, condiciones ambientales de humedad
relativa y temperatura altas conducen a aumentar el crecimiento del hongo en el alimento

almacenado y a la produccion de altos niveles de aflatoxinas (Kimblas, 2004).

Las aflatoxinas pueden encontrarse como contaminantes naturales en diferentes tipos de
alimentos aparte de los cereales y sus subproductos, como son, los frutos de oleaginosas
(algoddn, cacahuete, coco y girasol); frutas, frutos secos, productos de salchicheria, especias,
vinos, leguminosas, leche y derivados (esencialmente las aflatoxinas M1y M2) (Gimeno &
Martins, 2011).

Hasta el momento han sido identificadas 20 aflatoxinas diferentes, sin embargo,
Unicamente las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 son las contaminantes en alimentos y piensos,
originadas de manera natural (Decastelli et al., 2007). Las demaés aflatoxinas (M1, M2, P1,
Q1, aflatoxicol, etc.) ocurren como productos metabolicos de sistemas microbianos o
animales (Smith et al., 1994).

Las toxinas tipo B se caracterizan por la fusion de un anillo ciclopentanona a un anillo
lactona de la estructura cumarina, mientras las toxinas G contienen un anillo lactona
fusionado en lugar del anillo ciclopentanona. La AFB1, es la mas frecuente y tdxica
(Afanador, 1997).

La nomenclatura hace referencia a sus propiedades fisicoquimicas; las aflatoxinas son
cristales solidos de color que va del blanco al amarillo, sin olor, sin sabor e incoloros, son
insolubles en agua y solubles en solventes organicos (metanol, cloroformo, acetona,
acetonitrilo, y dimetilsulfoxido), cuando las aflatoxinas estan en cloroformo o benceno son
estables por afios en refrigeracion y oscuridad (Carvajal, 2013). Las aflatoxinas en solucién
son sensibles a la luz, se descomponen en el aire, oxigeno, soluciones alcalinas o de &cidos
suaves (Carvajal, 2013), y se nombran segun el color de la fluorescencia, ya que las de tipo
B presentan fluorescencia azul (blue) y las de tipo G fluorescencia verde (green) cuando se
les observa bajo luz ultravioleta a 365 nm (De Jimeno et al., 1980). Los subindices 1 0 2 de
las aflatoxinas tipo B, G, M o P indican la movilidad que tienen en la cromatografia de capa
fina segun su peso molecular (328 para AFM1), que dan diferentes coeficientes de retencion

(RF) que las identifican (Carvajal, 2013). Se descomponen al alcanzar el punto de fusién (B1
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268 - 269°C, B2 286 - 289°C, G1 244-246°C, G2 237-240°C, M1 299°C, M2 330°C)
(Detroy,1971).

1.5.3. Propiedades generales de las aflatoxinas. Las aflatoxinas tienen una gran
actividad cancerigena, teratogénica y mutagénica. El principal sindrome que producen es el
hepatotéxico, pudiendo también provocar problemas renales. Los principales 6rganos
afectados son: higado, rifion y cerebro. Por ello, la Agencia Internacional para la
Investigacion en Cancer (IARC), las incluy6 como compuestos carcinogénicos primarios
(IARC, 2012).

Entre las principales manifestaciones asociadas a la exposicion de las aflatoxinas, estan el
dafo hepatico y renal; mutagénesis, por la mutacion en el codon 249 del gen TP53, en casos
de carcinoma hepatocelular (Szymanska et al., 2004); la teratogénesis es atribuible al cruce
de la placenta humana, lo que puede crear malformaciones fetales, inmunosupresion,
alteracion de la funcionalidad del sistema del complemento y enmudece la accién de la IgA
y la 1gG, ademas de genotoxicidad, por la formacion de aductos con el ADN y con la
albumina que induce a la mutacién de genes y alteraciones cromosomicas, como intercambio

entre crométidas hermanas y recombinacion (Eley,1992).

Otros efectos presuntamente relacionados involucran el dafio al higado, Sindrome de
Reye-Kwashiorkor, cirrosis en nifios, gastritis cronica, y dafios respiratorios (Castillo &
Duran de Bazua, 2006).

Se debe destacar que el consumo de pienso contaminado con aflatoxinas, se ha asociado
a un incremento de susceptibilidad a la salmonelosis, candidiasis y coccidiosis en aves,
fasciolosis en bovinos. Los animales mas sensibles son: aves, cerdos, conejos y rumiantes
(Gimeno & Martins., 2011).

Las aflatoxinas son sensibles a los rayos UV AFB1 absorbe luz UV a 222, 265y 362 nm,
lo cual puede llevar a la formacion de més de 12 productos de fotodegradacion que son menos
toxicos. Hay ejemplos de alimentos tratados con este método como aceite de cacahuate, leche

e higos secos (Martinez et al., 2013).

Las aflatoxinas son inmunosupresoras ya que inhiben la fagocitosis y la sintesis proteica

(los anticuerpos son proteinas) interrumpiendo la formacion del ADN, ARN vy proteinas en
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el ribosoma; la absorcion de los aminoacidos se ve alterada y su retencidn hepéatica aumenta
(Gimeno, 2005).

1.5.4. Estructura. De su composicion quimica su parte mas reactiva es el anillo lactonico.
Gracias a la presencia del ndcleo bifurano, las aflatoxinas poseen gran rigidez lo que favorece

la interaccion con algunos componentes celulares (Combita & Mildenberg, 2009).

Existen varios derivados hidroxilados de las aflatoxinas B1 y B2. Los derivados de
aflatoxinas B1 y B2 conocidos como aflatoxinas M1 y M2 respectivamente, se excretan en

la leche de animales que consumieron alimentos contaminados con aflatoxinas (Figura 7).
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Figura 7. Metabolismo de la aflatoxina B1
Fuente: Eaton et al., (1993).

La aflatoxina se sintetiza por la ruta metabdlica de los policétidos y las reacciones
involucradas incluyen condensacion, oxidacion, reduccion, alquilacién y halogenacion,
Ilevando a la formacion de una molécula que consiste en un anillo cumarin unido a una unidad
bishidrofurano y a una ciclopentanona. Estos metabolitos se forman por la condensacién del
acetil-coenzima A y malonil conenzima A, dando lugar al acetil-S conenzima A, la cual sera
la molécula iniciadora de la AFB1. Dentro de la via biosintética, la formacién de la
versicolorina A es particularmente relevante, ya que es la primera molécula en la via de la

AFB1 que contiene un doble enlace en la posicion de la molécula del bisfurano. Este doble
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enlace es el blanco para la activacién de una molécula altamente reactiva (Guzman, 2007).

Durante la sintesis ocurren al menos 23 reacciones enzimaticas y se han identificado 15
intermediarios, bien definidos estructuralmente. Los 25 genes involucrados en la mayoria de
los pasos de interconversion han sido secuenciados, confirmados por disrupcidn génicay por
estudios enzimaticos, estan agrupados en una region del ADN de 70-kb y su nomenclatura
ha sido propuesta por Yu et al., (2004).

Las aflatoxinas M1 y M2 son igualmente activas y constituye un riesgo para la salud
humana. Estos derivados hidroxilados, pueden estar presentes tanto en leche liquida como en
polvo (Blunden et al., 1991).

La AFB1 es absorbida via tracto gastrointestinal, dentro del sistema portal sanguineo y es
llevada para el higado donde se metaboliza. Una porcion de aflatoxina es activada y fijada
en los tejidos hepaticos. Algunos metabolitos conjugados de la AFB1 solubles en agua son

excretados dentro de la bilis y van a las heces (Gimeno, 2005).

Otras formas conjugadas solubles en agua, productos de degradacion de la AFBl y
metabolitos no conjugados de ésta, son excretadas en el sistema circulatorio sanguineo y se
distribuyen de forma sistémica. Eventualmente, esos residuos mencionados van a la leche,

huevos, musculo y tejidos comestibles (Dennis & Hsieh, 1981).

La AFML1 es uno de esos derivados metabdlicos que va a la leche contaminandola. De la
AFB1 se forman otros metabolitos, entre ellos, el aflatoxicol (18 veces menos toxico que la
AFB1) y la aflatoxina B2a (no téxica) (Gimeno, 2005).

El organismo animal produce generalmente esos matabolitos como un sistema de
autodetoxificacion. La reaccion que tiene lugar a partir de la micotoxina original no tiene

forzosamente que ser completa ni irreversible (Gimeno, 2005).

1.5.5. Aflatoxina M1 (AFML1).

1.5.5.1. Aspectos generales. La AFML1 es el primer producto conocido procedente de la
metabolizacidn de las aflatoxinas y es excretada en la leche de las hembras de mamiferos que

consumen AFB1 en la dieta (aflatoxinas M, del inglés milk, leche). Debido a esto, es muy
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importante el control sanitario de los animales productores de carne y de leche (Herrera,
1998).

Entre 1962 y 1963, se descubrié que vacas alimentadas con harina de cacahuete
contaminada con AFB1 secretaban en la leche un factor tdxico, con efecto similar al de la
aflatoxina ingerida en analisis empleando patos de un dia. En estudios posteriores se
comprob6 que tanto la AFM1 como la AFM2 se podian aislar de la leche, orina, higado y
rifidn de varias especies de animales, incluido el hombre, asi como de maiz y cacahuetes

contaminados por hongos (Allcroft et al., 1966).

Las aflatoxinas M1 y M2 son metabolitos oxidativos de las aflatoxinas B1 y B2
producidos por los animales tras la ingestion de estas, aparecen en la leche materna (tanto

animal como humana), la orina y las heces (Peraica et al., 1999).

1.5.5.2. Estructura. La estructura quimica de aflatoxina M1 es el derivado 4-hidroxi de la
aflatoxina B1 (Figura 8). La aflatoxina M1 tiene una masa molecular relativa de 328 Da y su
férmula molecular es C17H1207 (FAO, 2001).

Aflatoxina B1 Aflatoxina M1

Figura 8. Biotransformacion de la aflatoxina B1 en M1 (FAO, 2001).

Por otro lado, la existencia de un nucleo bifurano confiere a las moléculas de aflatoxina
una gran rigidez, lo que favorece la interaccion con algunos componentes celulares (OMS,
1983).

1.5.5.3. Actividad bioldgica. El Unico alimento de origen animal susceptible de
contaminacion es la leche. Si las vacas lecheras ingieren raciones contaminadas con 300

ng/Kg de aflatoxina B1, se detecta 1 pg/Litro de aflatoxina M1, en la leche. La toxina
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desaparece de la leche a las pocas horas de suspender la administracion de la racion
contaminada a los animales. Aunque la excrecion de micotoxinas en la leche es baja, cambios
en la barrera sangre-leche debido a las infecciones sistémicas y locales, como mastitis pueden
afectar su integridad permitiendo el paso de las micotoxinas a la leche (Fink, 2008).
Asimismo, cuando la biota del rumen se ve afectada en el curso de las enfermedades
metabdlicas, como acidosis ruminal, se disminuye la capacidad de degradacién lo que

favorece el paso inesperado de toxinas no metabolizadas (Fink, 2008; Pattono et al., 2011).

En vacas lecheras la relacion entre la concentracion de AFB1 en la racion final
(racionamiento y/o unifeed) y la de AFML1 excretada en la leche podria ser de 300:1; sin
embargo, esa relacién es muy aproximada y el rango oscila entre 34:1 a 1600:1. Asi pues, en
vacas lecheras Holstein consumiendo raciones finales con 80, 86, 470, 557, 1493 y 1089
microgramos AFB1/Kg (ppb) (sobre sustancia seca) se encontraron concentraciones de
AFML1 en leche del orden de, 1,5; 0,245; 13,7; 4,7; 12,4 y 20,2 microgramos/Litro (ppb),
respectivamente. En vacas Brindle la contaminacion en la racion fue 540 ppb de AFB1, y en
la leche fue de 0,92 ppb de AFML. En otras vacas, los valores de contaminacion en la racion
oscilaron entre 64 y 1799 ppb de AFB1 dando unos residuos en leche entre 0,35y 14,2 ppb
de AFM1 (Gimeno y Martins, 2000%; Rodricks & Stoloff, 1977).

Con una ingesta de AFB1 correspondiente a 2-60 mg/vaca/dia, los residuos de AFM1 en
leche podrian oscilar entre 1 y 50 ppb (Edds, 1979). Esto representaria raciones finales
contaminadas desde 57 hasta 1714 ppb de AFB1 para consumos de 35 Kg de racion/vaca/dia.
La vaca puede ya transformar AFB1 en AFM1 dentro de las 12-24 horas de ingestion del
alimento contaminado. Incluso a las 6 horas ya pueden aparecen residuos de AFM1 en la

leche.

Algunos autores Patterson et al., (1980); Van Egmond (1989), refieren que el nivel de
residuos de AFM1/dia (mg) en leche podria ser aproximadamente el 2,2% de la ingesta diaria
de AFB1 (mg), con un coeficiente de variacion (CV) entre 42 y 59%. Dividiendo el resultado
obtenido por el nimero de litros de leche producidos/vaca/ dia y multiplicando por 1000,

daria la concentracion de AFM1 (ppb) en la leche.
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Otros autores Sieber & Blanc (1978); Van Egmond (1989), dicen que esta relacion estaria
comprendida entre 0 y 4% con una media del 1%; incluso estos autores proponen la siguiente

ecuacion:
y =-2,55+0,84x (r2 =0,73; n = 43),
donde,
X = mg AFB1/vaca/dia;

y = microgramos AFM1/litro de leche (calculando una media de 20 litros de

leche/vaca/dia).

La concentracion de AFM1 en la leche variara segun la raza de la vaca, la concentracién
de AFBL1 en la racién, la cantidad y duracion del consumo de alimento contaminado y el
estado de salud del animal. Sin embargo, a todo esto, se debe afiadir que estas discordancias
de correlacidn entre autores seran también debidas, entre otras cosas, al sistema metabdlico
de un animal poligastrico, lo que provoca que las concentraciones de AFM1 en la leche varien
entre animales, de un dia para otro y de una produccion de leche a la siguiente (Gimeno,
2005).

1.5.5.4. Legislacion. Teniendo en cuenta que la aflatoxina M1, es cancerigena, su
presencia en este alimento destinado principalmente a la poblacion infantil, debe ser
estrictamente controlada. Debido a la alta toxicidad y a la accion cancerigena de las
aflatoxinas, aproximadamente 60 paises publicaron reglamentaciones referentes a la
contaminacion de los productos alimenticios. En los paises industrializados, las cantidades
méaximas admisibles de aflatoxina (limite maximo de residuos = LMR) oscilan generalmente
entre 5 a 300 pg/Kg. En el caso de la Aflatoxina B1 para la alimentacion humana, el limite
maximo indicado es de 0,5 ng/Kg (0.005 mg/Kg), de 0,5 ng/Kg para la aflatoxina M1 en la
leche (Rendon, 2007).

En la actualidad existen leyes de alimentos que prohiben o limitan la presencia de ciertas
sustancias contaminantes naturales o artificiales y dentro de los contaminantes naturales se
contemplan las micotoxinas; en el caso de Colombia la Resolucion del Mministerios de
Salud y Proteccion Social 4506 de 2013.
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Luego del descubrimiento de las aflatoxinas hacia comienzos de la década de los 60,
muchos paises desarrollaron una legislacion especifica para estas micotoxinas (Van Egmond,
1989).

En los Estados Unidos la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA), fijo inicialmente
el “nivel de accion” para las aflatoxinas en 30 ppb a comienzos de la década de los 60. Esta
decision se basé en el limite de deteccion de las técnicas disponibles en ese momento. De
acuerdo con la FDA, el nivel de accion es el nivel por encima del cual un testigo calificado
experto podra testificar en una corte federal que la presencia de toxina en el alimento hace

que este cause efectos adversos sobre la salud (Diaz, 1995).

En 1989, la FDA fijé el nivel de accion de la aflatoxina M1 en 0.5 ppb, debido a que
niveles de aflatoxinas de 20 ppb en la dieta de las vacas lecheras resultan en niveles de
aflatoxina M1 por debajo de 0,5 ppb en la leche (Diaz, 1995).

La mayoria de paises han fijado un limite m&dximo de 5 ppb de aflatoxinas B1 para
alimentos de consumo humano, mientras que los niveles maximos para la suma de las cuatro
aflatoxinas naturales (B1, B2, G1 y G2 = aflatoxinas totales) han sido fijados entre 10 y 20
ppb. Para el caso de la aflatoxina M1, los limites maximos de 0.05 y 0.5 ppb como se puede
apreciar en la Tabla 13 (Diaz, 1995).

Segun un estudio de reglamentacion mundial de niveles de micotoxinas realizado por Van
Egmond (1989), 50 paises tienen regulacion con respecto a aflatoxinas B1, G1 y G2, mientras

que 14 paises han legislado con respecto a la aflatoxina M1.

Tabla 13. Niveles m&ximos de aflatoxinas permitidos en paises con legislacion.

Nivel maximo permitido en la mayoria de paises Promedio Rango

Aflatoxina B1 5 ppb 9,5 ppb 0 —50 ppb

Aflatoxinas totales 10 - 20 ppb 14,8 ppb 0,50 ppb
(B1,B2,G1Y G2)

Aflatoxina M1 0,05 - 0,5 ppb 0,3 ppb 0-1ppb

Fuente: Diaz, 1995.

1.5.5.5. Legislacion sobre los niveles de aflatoxinas en productos lacteos. En el caso de

las aflatoxinas como contaminantes de productos lacteos, las medidas reguladoras afectan
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tanto a estos alimentos como a los destinados al consumo por el ganado lechero (Stoloff,
1991).

Las razones para establecer limites en el contenido de AFM1 en productos lacteos fueron
presentadas por la FDA y por las autoridades sanitarias holandesas. Los argumentos
propuestos por la FDA estan basados en la mayor susceptibilidad de los nifios a los efectos
de las aflatoxinas y en los posibles efectos de la AFM1 en la salud. Las razones argumentadas
por Holanda se basaban en diferentes estudios experimentales sobre la carcinogenicidad de
la AFB1 y su comparacién con la AFM1 (Stoloff, 1991).

A fines del afio 2003, existian reglamentaciones para la aflatoxina M1 en 60 paises como
lo muestra la Gréfica 1, un incremento superior a las tres veces comparado con el afio 1995.
Nuevamente, son la UE (Unidn Europea), la AELC (Asociacién Europea de Libre Comercio)
y los paises candidatos a incorporarse a la UE (Albania, Antigua Republica Yugoslava de
Macedonia, Islandia, Montenegro, Serbia, Turquia), los que contribuyen mayoritariamente
al pico mas significativo indicado en la Grafica 1 (0,05 pg/kg), aunque otros paises en Africa,
Asia y Ameérica Latina aplican también este limite. Otro limite significativo aparece con 0,5
Hg/Kg. Este limite superior se aplica en los Estados Unidos, varios paises asiaticos y
europeos, aungue con mas frecuencia aparecen en América Latina donde ha sido fijado
también como un limite armonizado en el MERCOSUR (FAO, 2004).

En la siguiente grafica se presentan los limites de AFM1 a nivel mundial para la leche

cruda.
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Gréfica 1. Limites a nivel mundial para la aflatoxina M1 en la leche.

Fuente: FAO, 2004.

Muchos paises tienen reglamentos para controlar los niveles de AFB1 en los alimentos y

para establecer los niveles maximos permisibles de AFM1 en la leche y los productos lacteos

para reducir los riesgos de enfermedad (Rastogi et al., 2004), como se describe en la Tabla

14.

Tabla 14. Limites internacionales para AFM1 en leche y productos lacteos para consumo

humano.

Pais Leche cruda (ug/Kg) Derivados lacteos (ug/Kg)

Union europea 0,05 0,05

Alemania 0,05 -

Belgica 0,05 -

Italia - 0,01(alimentos para nifios)
0,05(alimentos  leche  fluida)

Uruguay 0,5 0,5

Barbados 0,05 -

Chipre 0,5 0,5

Mauritius 10 10

Austria 0,05 -

0,01(leche past. Para nifios) 0,02(mantequilla);  0,25(queso);
0,4(L.P)

Francia 0,05 0,05

0,03(para nifios < 3 afios) 0,03 (leche en polvo para nifios <
3 afios)

Suiza 0,05 0,025 (suero y sus productos);
0,25 (queso); 0,02 (mantequilla);
0,01 (leche en polvo)

Bulgaria 0,5 0,10(leche en polvo); 0 (leche
en polvo infantil); 0,02(alimentos
infantiles)

Rumania 0 -

Republica checa 0,05 5
0,1(alimentos infantiles)

USA - 0,5

Brasil - 0,5(leche fluida); 5,0(leche en
polvo) 0,025(queso)

Argentina 0,05 0,05
0,05 (leche en polvo)

Honduras 0,05 0,25(queso); 0,02 (alimentos
infantiles)

Nigeria 1 -

Egipto 0 0

Turquia 0,05 0,25 (queso)

Mercosur 0,5 5,0 (leche en polvo)

Fuente: Rastogi et al., 2004
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En Colombia, el Instituto Colombiano de Normas Técnicas ICONTEC ha fijado un limite
méaximo provisional de 400 ng/litro para leche cruda, basandose en los estudios realizados en

otros paises y en regulaciones establecidas por agencias externas (Diaz, 2005).

Los niveles de sustancias tales como metales pesados, residuos de antibidticos o de otros
medicamentos de uso veterinario, plaguicidas y aflatoxina M1, se deben regir por normas

oficiales o en su defecto las normas internacionales del Codex Alimentarius (MPS, 2006).

A partir del afio 2013, empieza a regir la Resolucion del Ministerio de Salud y Proteccion
Social 4506 del 30 de octubre de 2013, determinando los niveles maximos de contaminantes
en los alimentos destinados al consumo humano, estipulando un rango para aflatoxina M1 de
0,5 ng/Kg para leche (MPS, 2013).

1.5.5.6. Métodos de analisis de aflatoxinas. Los métodos analiticos aplicados al estudio
de las micotoxinas se centran en tres grupos: cromatograficos, inmunologicos y sensores -

biosensores.

Métodos Cromatograficos. Los métodos cromatograficos estan basados en el analisis del
tiempo de retencion del analito frente a un estandar, en el caso particular de las micotoxinas
existen métodos con fase mdvil gaseosa (GC) y liquida: de alta presion (HPLC) o
cromatografia de capa fina (TLC) (Skoog, et al., 2001). Para todos los casos se deben hacer
algunos procedimientos previos con el proposito de enriquecer la concentracion de la
aflatoxina; es de resaltar que los métodos de TLC estan préacticamente en desuso. Las rutinas
cromatograficas con mejores limites de deteccion y cuantificacion, implementan el paso de
purificacién por cromatografia de inmunoafinidad (IMAC); finalmente, los métodos cuya
deteccion estd basada en fluorescencia precisan de procedimientos de derivatizacion.
Previamente a la separacion por HPLC se puede aislar selectivamente una micotoxina en
concreto, mediante una columna de inmunoafinidad conteniendo anticuerpos especificos de
la micotoxina en cuestion (Carrillo, 2003). Recientemente se han desarrollado
configuraciones de HPLC-MS y HPLC-MS/MS los cuales, si bien son costosos, presentan

los mejores niveles de deteccidn con alta confiabilidad.

Métodos Inmunologicos. Se basan en el principio de ELISA (Ensayo Inmuno Absorbente

Ligado a Enzimas). Estos métodos se utilizan a menudo para chequeo rutinario y en analisis
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de campo. Existen diversas versiones que varian en la rapidez del procedimiento y la
cuantificacion de los resultados. Un paso muy importante de la validacion es la deteccion del
efecto matriz, y puesto que puede ocurrir el falso positivo, los resultados deben requerir la
confirmacion por métodos cromatograficos mas costosos. Algunos autores han estudiado su
correlacion con los métodos cromatograficos. Los limites de deteccion publicados por el
procedimiento de ELISA eran siempre mas elevados que los métodos cromatograficos
(Beaver et al., 1991; Dreher & Usleber 1996).

Métodos Sensores - Biosensores. De acuerdo con la IUPAC, el término biosensor define
un dispositivo analitico que consta de dos partes: un sistema bioldgico de reconocimiento
(que reconoce el analito) y un elemento fisicoquimico de transduccién intimamente asociado
que en presencia del analito produce una sefial medible, discreta o de caracter continuo,

proporcional a la cantidad presente del mismo.

El principio de deteccion de un biosensor se basa en la interaccion especifica entre el
compuesto de interés y el elemento de reconocimiento. Como resultado de esta unién se
produce la variacion de una o varias propiedades fisicoquimicas (pH, transferencia de
electrones, de calor, cambio de potencial, de masa, variacion de las propiedades Opticas, etc.)
que detecta el transductor. Este sistema transforma la respuesta del elemento de
reconocimiento en una sefial electrdnica indicativa de la presencia del analito sometido a

estudio o proporcional a su concentracion en la muestra.

Pueden utilizarse biosensores basados en reacciones de bioafinidad, mediante sintesis de
anticuerpos especificos contra estas toxinas o bien en reacciones biocataliticas, ya que

muchas de estas toxinas son inhibidores enzimaticos.

1.5.6. Prevencion y control. La principal via de entrada de las micotoxinas a la cadena
alimenticia de la poblacion humana y de los animales, es a través de alimentos de origen
vegetal sobre los cuales se ha producido el crecimiento de los hongos toxicogénicos. También
es posible que las micotoxinas se incorporen a la cadena alimentaria humana a través de
alimentos de origen animal (carne, leche) que en si mismos no fueron contaminados por
mohos. Las diferentes especies animales poseen mecanismos de detoxificacion a través de la
excrecion de los productos del metabolismo de las sustancias toxicas ingeridas. También se

puede controlar incorporando adsorbentes en la reaccion del ganado lechero representando
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una estrategia adecuada para reducir la posible transferencia de micotoxinas del pienso a la
leche (Denli et al., 2006). Las industrias productoras y comercializadoras de alimentos para
animales deben realizar controles de sus productos monitoreando presencia de hongos y sus
toxinas. En finca el productor debe garantizar un almacenamiento adecuado de piensos,

evitando la proliferacion de hongos productores de micotoxinas (UERIA, 2011).

La prevencién efectiva de las micotoxinas en los productos para la alimentacién animal
requiere de un enfoque integral. La estrategia para la prevencién de micotoxinas debe
empezar en el campo. Los granjeros necesitan evitar factores que provoquen estrés en los
cultivos tales como los dafios por insectos, dafios por aves, estrés por sequia, estrés de
nutrientes, cosecha tardia, y deben evitar el dafio a los granos durante la cosecha, transporte,

secado y almacenamiento (Channalah, 2012).

La contaminacion de los piensos por la aflatoxina B1 puede constituir un problema muy
grave, cuya causa se debe en parte a condiciones inadecuadas de almacenamiento. La
contaminacion puede verificarse también en la fase anterior a la cosecha y agravarse a causa
de condiciones inadecuadas de almacenamiento. Las buenas practicas de cultivo y el empleo
de variedades de semillas producidas para resistir a la infestacion fungica de las semillas y
plagas de insectos, asi como el uso de plaguicidas adecuados y aprobados, representan
medidas preventivas razonables para luchar contra la contaminacion en el campo. Pero
incluso aplicando esas practicas, las condiciones creadas por el medio ambiente y/o las
practicas agricolas tradicionales pueden, sin embargo, hacer fracasar cualquier medida
preventiva (FAO, 2012).

Los piensos e ingredientes de piensos deben obtenerse y conservarse en condiciones
estables para protegerlos de la contaminacion por plagas o por contaminantes quimicos,
fisicos o microbiolégicos u otras sustancias objetables durante su produccion, manipulacion,
almacenamiento y transporte. Los piensos deben estar en buenas condiciones y cumplir las
normas de calidad generalmente aceptadas. Cuando proceda, deberan aplicarse las buenas
practicas agricolas (BPA), las buenas practicas de fabricaciéon (BPF) vy, si corresponde, los
principios del Sistema de Analisis de Peligros y de Puntos Criticos de Control (HACCP)
(CAC/RCP 1-1969).
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Los medios mas practicos para evitar la infestacion fangica y la produccion de la
aflatoxina B1 consisten en secar y almacenar el pienso de forma apropiada antes del
transporte. Los problemas que se crean por la excesiva humedad se multiplican enormemente
cuando las técnicas de manipulacion de los productos después de la cosecha son deficientes
(OMS, FAOQ, 2012).

Los fabricantes de piensos e ingredientes de piensos, asi como otras ramas pertinentes de
la industria, deberan adoptar précticas de autorregulacion/autocontrol a fin de asegurar el
cumplimiento de las normas prescritas para la produccion, almacenamiento y transporte de
estos productos. También sera necesario establecer programas reglamentarios oficiales
basados en el riesgo para comprobar si la produccién, distribucidn y utilizacion de los piensos
e ingredientes de piensos se realizan de tal manera que los alimentos de origen animal
destinados al consumo humano resulten inocuos e idoneos. Se deben aplicar procedimientos
de inspeccion y control para verificar que los piensos e ingredientes de piensos cumplan los
requisitos establecidos, a fin de proteger a los consumidores contra los peligros transmitidos
por los alimentos (CAC/GL 20-1995).

Los métodos de seleccion de granos de cereales y los descascarillados y posterior
separacion mecanica de la cascara y el polvo del resto del cereal, resultan adecuados para
una descontaminacion, visto que habitualmente la mayor concentracién de micotoxinas
ocurre en el pericarpio de los granos y en el polvo de cereal. Sistemas que pueden ser

utilizados tanto en los alimentos para animales como para humanos.

Los tratamientos térmicos que pueden aplicarse a una materia prima o a un alimento
compuesto no resultan ser muy eficaces, ya que la AFBL1 es resistente a temperaturas del
orden de los 120°C. Aunque en los sistemas de “expander” la temperatura que se aplica en
algunos casos resulta ser superior a 120°C, el tiempo de permanencia a esa temperatura es

corto e insuficiente para una reduccion significativa del contenido en AFB1 (Gimeno, 2005).

Aparte de las normas de higiene y de limpieza asi como las de fumigacion contra insectos,
roedores, bacterias y hongos en la fabrica de alimentos compuestos y en la granja, se dice
que respecto a las materias primas secas es aconsejable, a ser posible, almacenarlas con
humedades entre 8-9% y entre 11-11,5% para oleaginosas como el girasol integral y la soja

integral, respectivamente, o entre 12-13% para amilaceas como los cereales, lo que daria a
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25-30°C unas actividades de agua (Aw) del orden de 0,65-0,70 (Gimeno & Martins, 2002),
evitandose de esta forma, el crecimiento del moho y la probable produccion de la micotoxina.
Todo esto es posible conseguirlo aplicando a los silos verticales y/o celdas un sistema de
inyeccion de aire frio y seco que se introduce por debajo de la masa del grano y es inyectado
en los silos hacia la superficie. La aplicacion es mas dificil cuando se trata de silos
horizontales, pero también es posible (Gimeno, 2003). Sin embargo, el problema se origina
cuando las materias primas vienen ya contaminadas con AFB1 e infortunadamente no se

puede devolver y/o regresar.

Respecto a los forrajes, el mayor problema se presenta en la elaboracién de los ensilados,
visto las excelentes condiciones de humedad y actividad de agua (Aw) que la materia prima
base tiene de una forma natural y que son ideales para el crecimiento fungico y la posible
formacion de aflatoxinas y otras micotoxinas. Sin olvidar que en general, el ensilado, forma
parte de la racion final en un 40 a 50% Yy que, para la elaboracion de estos ensilados, se debe

conservar esa materia prima base en las condiciones de humedad genuinas (Gimeno, 2005).

De las normas fundamentales que se deben seguir para su elaboracion, solo se destaca una
de las mas importantes, y que consiste en asegurarse siempre de que la materia primaa ensilar
estd bien empacada, con la menor camara de aire posible y que el silo esta bien cerrado para
conseguir una atmasfera anaerobia. Ensilar en buenas condiciones de anaerobiosis no sélo
conduce a un buen proceso de fermentacion sino también, a que la ausencia de oxigeno inhibe
el crecimiento fangico y la posible formacion de aflatoxinas y otras micotoxinas, dado que
la mayor parte de los hongos son aerobios (Gimeno y Martins, 2002; Gimeno y Martins,
2003).

Especies como A. chevalieri, A. candidus y A. niger, compiten e interfieren con las
especies productoras de aflatoxinas de Aspergillus spp. que requieren estar en cultivos puros,

por lo tanto, se pueden usar como controles biologicos (OMS, 1983).

Es de gran importancia determinar las posibilidades de eliminacion o inactivacion de la
AFML1 en la leche, segun estudios realizados este procedimiento se puede realizar por dos
tratamientos: quimico y fisico; el estudio quimico tiene la habilidad de degradar la AFM1
por medio de aditivos alimentarios, como sulfitos, bisulfitos y perdxido de hidrégeno (FAO,
2001).
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Cuando la leche cruda es contaminada con AFML1, esta es tratada con 0.4% de bisulfito
de potasio a 25°C por 5 horas, la concentracion decrece a un 45%. Una concentracion mayor
de bisulfito es menos efectiva. La AFM1 contaminada naturalmente en la leche no es afectada
en la presencia de 1% de perdxido de hidrégeno a 30°C por 30 minutos, pero la adicion de
peroxido de hidrégeno a una concentracién de 0,05-0,1% con lactoperoxidasas reduce una
cantidad del 50%. En un estudio el efecto de radiacién ultravioleta con y sin peréxido de
hidrogeno, la concentracion de AFM1 fue reducida de 3,6 — 100%, dependiendo del tiempo
de exposicion de la leche a la radiacién, el volumen de la leche tratada, la presencia de
perdxido de hidrdgeno y otros aspectos del disefio del experimento (Combita & Mildenberg,
2009).

Ademés, la AFM1 es resistente al calor y no es completamente inactivado por

pasteurizacion, esterilizacion u otros procesos de tratamiento de la leche (Assem et al., 2011).

La AFML1 es, en general, estable en algunos quesos, yogures, leche pasteurizada, leche
desnatada o entera y helados. En procesos de pasteurizacion a 63°C durante 30 minutos,
pasteurizacion a 77°C durante 16 segundos, calentamientos a 64-100°C durante 15-20
minutos, calentamientos directos durante 3-4 horas y en algunos procesos de pasteurizacion
y esterilizacion, la concentracion de contaminacién original de la leche cruda permanece
practicamente inalterada (Yousef & Marth, 1989).

Por el contrario, en calentamientos a 71-120°C durante 30 minutos, se han conseguido
reducciones de contaminacion del orden del 12 al 35% y hay algunos procesos de
pasteurizacion, esterilizacion, evaporacion, secado tipo tanto Roller como Spray, en donde
se han podido conseguir en leche disminuciones de contaminacion con AFM1 del orden del
32 al 86%. En algunos quesos y dentro de su proceso de elaboracion y con calentamientos a
82-100°C entre 5 a 30 minutos no se han conseguido reducir las tasas de contaminacion. En
algunos casos hubo una reduccion de un 9% a 90°C durante 30 minutos (Yousef & Marth,
1989).

En el tratamiento de la leche por parte de las centrales lecheras se puede estudiar la
aplicacion de alguno de los sistemas mencionados anteriormente que reduce la
contaminacion. Sin embargo, la mejor prevencion para evitar la contaminacion con AFM1

es la de no suministrar al animal raciones contaminadas con AFB1 (Gimeno, 2005).
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Ademas de las buenas practicas agricolas para intentar disminuir el efecto de las
micotoxinas en piensos se ha propuesto el empleo de compuestos secuestrantes o
detoxificantes (considerados como nueva categoria de aditivos), que reducen la absorcion de
micotoxinas en el tracto gastrointestinal del animal (adsorbentes) o que modifican su
estructura (biotransformadores). Los primeros (distintos tipos de arcillas y silicatos) estan
méas extendidos y testados que los segundos (enzimas 0 microorganismos capaces de
detoxificar algunas micotoxinas). No obstante, las diversas propiedades de las micotoxinas
hacen que un adsorbente pueda ser eficaz contra una micotoxina, pero no contra el resto.
Actualmente, se estan investigando diversos extractos naturales, como productos derivados
de la miel y compuestos organosulfurados derivados de las aliaceas, como el ajo, que podrian
ser interesantes alternativas naturales a los secuestrantes habituales (Manzanares et al.,
2014).

El uso en general de fungistaticos eficaces y de amplio espectro, inhibe el crecimiento y
proliferacion flngica y pueden evitar, si esta el hongo y no la micotoxina, que ésta se forme.
Caso de que coexistan el hongo y la micotoxina, evitaran que se forme mas micotoxina, pero
no actuaran contra ésta. Sin embargo, hay que tener muy en cuenta que el uso indebido de
fungistaticos en concentraciones sub-inhibitorias, puede en algunos casos ocasionar que éstos
sean metabolizados por algunas especies de mohos toxicogénicos favoreciendo la produccion

de micotoxinas (Smith et al., 1994).

La Comision del Codex Alimentarius propone la utilizacion de un agente conservador
idoneo aprobado (por ejemplo, acidos organicos, como acido propidnico) puede ser
beneficiosa. Dichos acidos son eficaces para eliminar los hongos y evitar asi la produccién

de micotoxinas, en el grano destinado unicamente a la fabricacion de piensos (FAQO. 2012).

La adicion de aditivos tales como los aglutinantes a los productos contaminados para la
alimentacion animal se considera una de las mejores opciones para reducir la toxicidad de
las micotoxinas. Los aglutinantes se fijan a las micotoxinas especificas y se excretan
generalmente fuera del cuerpo del animal, evitando asi que sean absorbidas por el ganado
(Channalah, 2012).

Algunos de los absorbentes potenciales incluyen: arcilla, silicatos de aluminio, sodio y

calcio hidratados (HSCAS), bentonita, zeolita, montmorillonita, filosilicatos, carbon
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activado, celulosa, polisacaridos (componentes de la pared celular de la levadura), tierra de
diatomeas y polimeros sintéticos como la polivinilpirrolidona (Channalah, 2012). Estos
aditivos (agregados al alimento) deben ser capaces dentro del animal de formar compuestos
estables e irreversibles con los grupos beta-cetolactona y alfa-bislactona contenidos en la
molécula de AFB1. Complejos tales no toxicos, que después seran eliminados por las heces
(Gimeno, 2005).

Sin embargo, el uso de aditivos en los alimentos (productos aglutinantes) no esta aprobado
por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de EUA) a fin de prevenir los
efectos adversos de las micotoxinas. Ademas del patdgeno bacteriano y las micotoxinas, los
productos para la alimentacién animal pueden estar contaminados con priones, dioxinas tales
como PCDD, PCDF y metales (Channalah, 2012).

En lo que respecta a la detoxificacion, esta muy difundido el uso en el alimento compuesto
y en la racion final de aditivos quimi-adsorbentes (arcillas, arcillas filosilicatos-HSCAS y
glucomananos esterificados). En el caso de las aflatoxinas, estos aditivos quimi-adsorbentes
estables e irreversibles, después seran excretados por las heces, reduciendo
significativamente de esta forma la transformacion de la AFB1 en AFM1, y también evitando
o reduciendo los problemas toxicos que la AFB1 pueden ocasionar al animal (Phillips et al.,
1995; Ramos y Hernandez, 1996; Ramos et al., 1996; Phillips, 1999; Taylor, 1999; Gimeno
y Martins, 2000; Phillips et al., 2002).

El tratamiento de maiz quebrado con NaOH disminuye significativamente el contenido de
aflatoxina, pero la preparacion del grano entero con Ca (OH). reduce s6lo un 40% de la
misma. La mayor cantidad de toxina suele estar concentrada en unos pocos granos y si se
logra separarlos, se disminuye la proporcion en los subproductos (Smith & Henderson,
1991).

Orlando et al., (2014). Evaluaron la accién del didecil dimetil cloruro de amonio aplicado
por aspersion sobre granos de maiz almacenado como un posible agente reductor de los
contenidos de aflatoxinas. Tomaron muestras de maiz comercial de 200 g cada una, con
presencia de aflatoxinas y fueron tratadas con el producto. Se utilizaron las siguientes
diluciones (2,5%; 5%; 7,5% y 10%) las cuales se aplicaron por aspersion sobre los granos de

maiz. Los andlisis de contenidos de aflatoxinas totales fueron efectuados mediante
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cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). EI mejor resultado obtenido fue con el
tratamiento con el didecil dimetil cloruro de amonio al 2,5 % que mostré un efecto reductor
de aflatoxinas del orden del 15%, cabe anotar que no tiene ninguna restriccion de uso sobre

alimentos.

Hasta la fecha no se ha registrado ninguna aceptacion oficial generalizada de un
tratamiento de descontaminacion destinado a reducir los niveles de la aflatoxina B1 presente
en piensos contaminados. Al parecer la amoniacidn constituye la aplicacion mas practica para
la descontaminacién de productos agricolas, por lo que se le ha dado autorizacion limitada
para poder emplearla en los piensos en condiciones especificadas (por ejemplo: tipo de
producto, cantidad, animal). Tras investigaciones preliminares se ha sugerido también que
afladiendo a los piensos contaminados por aflatoxinas el antiaglutinante "aluminosilicato
calcico sodico hidratado” pueden reducirse considerablemente los residuos de AFM1
presentes en la leche, segun sea la concentracion inicial de AFB1 presente en el pienso (FAO,
2012).

1.6. Estudios sobre aflatoxinas M1.
1.6.1. Estudios sobre Aflatoxinas M1 a nivel mundial. La FAO (Food and Agriculture
Organization) estima que mas de un 25% de la produccién de alimentos en el mundo esta

contaminada en un cierto grado con micotoxinas (Lawlor & Lynch, 2001).
En la Tabla 15 se presenta la mayor incidencia de micotoxinas a nivel mundial.

Tabla 15. Incidencia de micotoxinas por zonas geogréficas.

Localizacion Micotoxina
Europa occidental Ocratoxina, Vomitoxina, Zearalenona
Europa (Este) Zeralenona, Vomitoxina
América del Norte Ocratoxina, Vomitoxina, Zeralenona, Aflatoxina
América del Sur Aflatoxina, Fumonisina, Ocratoxina, Vomitoxina, T-2 Toxina
Africa Aflatoxina, Fumonisina, Zearalenona
Asia Aflatoxina
Australia Aflatoxina, Fumonisina

Fuente: (Devegowda et al., 1998).

Estudios a nivel mundial han revelado que por afios las moléculas de aflatoxinas
interaccionan con el ADN, como lo reportan Wang et al., (2016) con los aductos del ADN
de las personas que consumen alimentos en los cuales estan presentes como cereales (maiz,

arroz, sorgo y cebada, entre otros), especias (chile), lacteos (leche y quesos), carnicos y sus
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derivados (pollo, huevo), oleaginosas (cacahuates, nueces) y frutas secas; y en aquellas
personas susceptibles con antecedentes familiares, que pueden desarrollar diferentes tipos de

cancer (higado, colorrectal, de pancreas y de pulmén) (Gimeno et al., 2011).

Se calcula que la mayoria de las aflatoxinas que se consumen se desechan de forma
natural, pero el 17% interaccionan con el ADN y se acumulan a lo largo de los afios por el
consumo cotidiano de gran cantidad de alimentos contaminados, y el riesgo de padecer
enfermedades después de los 40 o 50 afios aumenta. También, explican, causan mutaciones
(denominadas “puntuales”) en un punto del ADN, y hacen que los proto-oncogenes se activen
como oncogenes. Carvajal et al., (2012) encontraron estas sustancias en diferentes tumores
de cancer (de higado, colorrectal, pulmon y pancreas), asi como en orina de enfermos con

cirrosis viral, hepatitis By C.

Se ha afirmado, que la contaminacion de la leche y productos lacteos con AFM1 varia de
acuerdo a la geografia, pais, estacidon, condiciones ambientales, incapacidad de ciertos
sistemas agricolas, baja disponibilidad de forraje verde, uso excesivo de alimentos
concentrados, torta de semilla de algodon, maiz, soja, paja de trigo trillado, paja de arroz,
salvado de trigo, grano con aflatoxinas durante el almacenamiento (Oliveira et al., 2012).

Signorini et al. (2012), desarrollaron un modelo para evaluar diferentes parametros en la
alimentacion del ganado y como influye en la presencia de las aflatoxinas B1, obteniendo
como resultado incidencia alta en la alimentacion de concentrado y semilla de algoddn
(78,9%). La época del afio también es otro factor asociado con su presencia. La concentracion
promedio de AFML1 en la leche de vaca varia teniendo en cuenta la ecuacion de velocidad de

arrastre aplicado.

Han et al., (2013), observaron que, aunque todas las muestras de alimentos analizadas
destinadas al ganado estaban dentro de los niveles de AFB1 permitidos por la Comision
Europea CE (5 pg / kg), el contenido de AFMI1 en 3 de 200 muestras de leche estaba por

encima de los niveles maximos establecidos por la CE (0,050/ pg /L).

En la China, Xiong et al., (2013), evaluaron la incidencia de AFM1 en muestras de leche
cruda de 18 granjas de productos lacteos en la region del Delta del rio Yangtze durante cuatro

temporadas diferentes. Recolectaron un total de 72 muestras de leche de tanque con 18
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muestras para cada temporada. La AFM1 se detectd utilizando LC-MS/MS, en 43 muestras
de leche (59,7%) que variaban en concentraciones desde 10 hasta 420 ng/L. La concentracion
de AFML1 en leche fue significativamente mayor durante el invierno (123 ng/L) que en otras
temporadas (P < 0.05), no hubo diferencias significativas entre la primavera (29,1 ng/L),
verano (31.9 ng/L) y otofio (31,6 ng/L) (P > 0.05). Esto indico que la leche cruda recogida
durante el invierno es de alto riesgo para AFM1 y que deben considerarse factores

estacionales para la gestion de las aflatoxinas en el pienso y la leche.

Zafar et al., (2013), analizaron un total 221 muestras de leche y productos lacteos para
determinar la presencia de aflatoxina M1 (AFM1) por HPLC que se recolectaron durante el
invierno y verano en Punjab, Pakistan. Los resultados revelaron presencia de AFM1 en
invierno, el 40% de la leche cruda, el 51% de leche UHT, el 37% de yogurt, 60% de
mantequilla y 43% de las muestras de helado y 27, 24, 25, 34 y 17% de las muestras se
encontraron por encima del limite recomendado para AFM1, respectivamente. Sin embargo,
a partir del verano el 36% de la leche cruda, el 31% de la leche UHT, 29% de yogur, 40% de
la mantequilla y el 24% de helado y 23, 23, 18, 20 y 5% de las muestras se encontraron por
encima del limite permisible de AFML1, respectivamente. La ocurrencia de AFM1 en leche y
productos lacteos fueron superiores en época de invierno que, en la época de verano, lo que
exige implementar regulaciones estrictas y también la necesidad de monitoreo continuo de la

leche y productos lacteos para reducir al minimo los riesgos para la salud.

En un estudio realizado en Portugal, los niveles méas altos de AFM1 se detectaron en
muestras de leche producidas en las islas de las Azores que en muestras incontinentes (Duarte
et al., 2013). Segun los autores, esto sugiere la existencia de factores locales relacionados
con el tiempo y las condiciones de almacenamiento del alimento que merecen mayor atencion

y pueden influir en el analisis.

Pakistan es el quinto pais productor de leche en el mundo, con 29 millones de toneladas
anuales, siendo Pujab la provincia con mayor produccién (67%); el 98% de leche se vende
en forma cruda y el 2% procesada. Se realiza un estudio para comprobar si la produccion
tiene un control sobre las aflatoxinas; en 40 familias, 175 tiendas de leche, 17 granjas de

leche, distribuidas en 36 distritos de Pujab. Se utiliz6 un kit de inmunoensayo enzimatico. Se
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analizaron 232 muestras de leche, el 76,3% dio positivo, de los cuales el mayor porcentaje lo

cubren la leche de casas, en menor rango leche de tiendas y granjas lecheras (Sadia, 2012).

Zafar & Rafique (2012), investigaron la incidencia y presencia de aflatoxina M1 (AFM1)
en leche y productos lacteos producidos en la provincia de Punjab, Pakistan, se analizaron
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento equipada con detector de fluorescencia
en 107 muestras. Los resultados mostraron que la AFML1 se detect6 en el 71% de las muestras
de leche, el 61% de yogurt, 78% en los quesos blancos, 59% en la crema de queso y 45% en
mantequilla, pero solo el 15% de las muestras de yogurt, el 11% queso blanco, el 47% de las
muestras de queso crema Yy el 52% de mantequilla, se encontraron por encima del limite

recomendado de UE.

Fallah (2010), realizé un estudio para detectar AFM1 en 225 muestras compuestas por
116 leche pasteurizada y 109 UHT, recolectadas en el parque central de Iran; utilizando el
método de inmunoensayo enzimatico y detectd 151 muestras: 83 pasteurizadas con una
concentracion de 52,8 ng/L y 68 UHT con 46,4 ng/L como media; sin embargo, 2 muestras
de pasteurizada y 3 de UHT superaron la tolerancia maxima, limite que es de 500 ng/L,

siendo esto un riesgo para la salud publica.

En Croacia, Bilandzic et al., (2010), verificaron la distribucion de concentracién de AFM1
en la leche durante las diferentes estaciones del afio y encontraron que la concentracion fue
estadisticamente mas alta entre enero y abril (0,036 a 0,059 pg/L), correspondiente al
invierno y primavera, que entre Junio y Septiembre (0.012 a 0.015 pg/L), correspondiendo

al verano y al otofio.

Kav et al., (2011), analizaron 127 muestras de queso Urfa-salmuera blanco producido
principalmente en el sureste de Turquia con leche de ovinos y bovinos para determinar la
AFM1 con el método de ELISA. Se detectaron 36 muestras que excedian los limites legales
de 250 ng/Kg, concluyendo que se considera un riesgo potencial para la poblacion sobre todo

la infantil.

Martinez et al., (2009), realizaron un estudio de trazabilidad con el fin de comprobar el
origen de la AFML1 presente en la leche de oveja en un silo de queseria y en la cuajada

elaborada a partir de esta en Esparia. Para ello, se recogieron muestras individuales de los
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productores que suministraban leche a la industria quesera y de los alimentos que consumian
los animales, que se analizaron con dos métodos inmunoenzimaticos (ELISA). Los
resultados mostraron presencia de AFM1 en algunos productores, aunque al analizar los

alimentos correspondientes no fue posible detectar la presencia de AFBL.

Ardic et al., (2008) en Turquia utilizaron el método de ELISA (AFM1 Ridascreen Art no:
R1101) de acuerdo al procedimiento descrito por R-Biopharm Gmbh; para determinar la
presencia y niveles de AFM1 en 193 muestras de queso, encontrando 50 ng/Kg en el 82,4%
de las muestras; 26,4% a 250 ng/Kg. Se concluy6 que la aparicién generalizada de AFM1 en

queso salmuera blanco es peligrosa especialmente para la poblacién infantil.

Zinedine et al., (2007), en Marruecos recolectaron cincuenta y cuatro muestras de leche
pasteurizada y se determind la presencia de AFM1, utilizando el método de cromatografia
liquida, obtuvieron 88,8% de presencia y un promedio de ingesta diaria de 3,26
ng/persona/dia. Este valor es similar al de la dieta en América Latina y es considerada 32

veces superior a la ingesta diaria en Africa.

1.6.2. Estudios sobre Aflatoxinas a nivel de América Latina. Alpizar (2015), en Costa
Rica recopila los resultados de diversas investigaciones que identificaron hongos y
micotoxinas con riesgo conocido en ensilajes de diversos materiales en varias regiones del
mundo utilizados para alimentar rumiantes. Los principales efectos en rumiantes de las
micotoxinas encontradas en los ensilajes se asocian a alteraciones reproductivas y del sistema
inmunoldgico, asi como del sistema digestivo. Los principales géneros identificados en los
estudios revisados alrededor del mundo son Penicillium spp., Fusarium spp. y Aspergillus
spp. Diversos estudios reportan la contaminacion de ensilajes principalmente con aflatoxinas
(AFB1), fumonisinas (FB1), tricotecenos (DON, T2) y zearalenona. Factores como la
presencia de oxigeno durante el ensilaje, la temperatura ambiental, el embalado y el manejo
postcosecha de los forrajes tienen una importancia notable como facilitadores del desarrollo

de los hongos y la consecuente produccion de toxinas.

Sartori et al., (2015), detectaron presencia de AFM1 respectivamente, 17 (24%) de las
muestras de leche en polvo (> 0,08 ng/Kg) y 3 (18%) de las muestras de leche UHT (> 0,009

ng/Kg comercializadas en Brasil.
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Se determiné el grado de contaminacién de AFM1 en 78 muestras de leche materna de
madres lactantes provenientes de doce comunidades del canton Nabon, provincia del Azuay
en el Ecuador, y su relacion con la fuente dietaria susceptible a estar contaminada por
aflatoxinas. Se realizaron encuestas de consumo a las madres lactantes para recopilar
informacion acerca de sus habitos alimentarios y frecuencia de consumo de alimentos
propensos a la contaminacion por micotoxinas (lacteos, cereales, huevos de gallina y frutos
secos). El analisis de AFML1 se realiz6 por HPLC, nueve muestras resultaron positivas para
AFM1 (11,5%) y cuatro para AFB1 (5,12%). Se observd una relacion estadisticamente
significativa (P<0,001) entre el consumo de quesillo tierno y la contaminacién de la leche
materna con AFM1 y AFB1 (OR= 1,04 y 1,05 respectivamente) (Ballesteros, 2014).

Capelli (2014), evaluo la prevalencia de aflatoxinas totales en alimentos destinados al
consumo de vacas lecheras y aflatoxina M1 en la leche cruda de esos animales. Monitoreo
18 establecimientos lecheros comerciales, colectando los alimentos que estaban
consumiendo (n=37) y leche (n=18). Los niveles de aflatoxinas se determinaron mediante la
técnica de inmunoensayo enzimatico competitivo (ELISA). Se midieron pH, materia seca y
humedad de todos los alimentos. En 34 de las 37 muestras de alimentos se encontraron
niveles entre 2.17 a 44.1 pg/kg de aflatoxinas totales. Del total de las muestras contaminadas,
5.8% tuvieron valores superiores a los recomendados en Uruguay (20 pg/kg). En las 18
muestras de leche se encontraron niveles entre 0.005 a 0.08 pg/L de aflatoxina M1, ninguna
superd los niveles permitidos para Uruguay (0.5 pg/L). De éstas muestras, dos superaron los
valores permitidos para la exportacion a la Comunidad Economica Europea (0.05 pg/L). Se
concluyé que en la mayoria de los alimentos muestreados se encontraron niveles de
aflatoxinas totales. En todas las muestras de leche se encontraron niveles de aflatoxina M1
bajos. Si bien los niveles de contaminacion son bajos, mostrarian la importancia de realizar

monitoreos de estas micotoxinas.

De Oliveira & Ferreira (2013), analizaron la presencia de AFM1 en 75 muestras de leche
(UHT) comercializada en Minas Gerais, Brasil entre julio a noviembre de 2009, utilizando
el método de HPLC. Los resultados mostraron que 23 (30,7%) muestras positivas para la
AFM1 en los niveles de 1000 a 4100 ng/L, estaban por encima del limite de tolerancia para
la AFML1 en la leche, aprobado por las regulaciones brasilefias.
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Urban et al., (2009), evaluaron el contenido de AFM1 en quesos frescos tipo panela
producidos en varias zonas de México. Las muestras se tomaron durante el periodo de agosto
del 2007 a abril del 2008 en supermercados de la ciudad de Mexico, donde se ofertan quesos
provenientes de diversas industrias y zonas de México. Las muestras se procesaron y
analizaron por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) bajo las directrices de
métodos propuestos por la AOAC. Los resultados evidenciaron que todas las industrias
queseras presentaron incidencia de AFML1. El 27% de las muestras positivas estuvieron por
encima del nivel de tolerancia establecido por algunos paises (0.25 pg/Kg) como Austria,

Honduras, Suiza y Turquia.

Reyes et al., (2009), determinaron los niveles de aflatoxinas totales (AFT) en alimentos y
AFM1 en leche cruda en 40 hatos lecheros del estado de Jalisco. Se obtuvieron muestras de
raciones de bovinos (n=40) y se analizd6 AFT mediante ELISA de tipo competitivo directo.
Los resultados mostraron contaminacion con AFT en el 92.5 % de las raciones, con niveles
entre 4.82 a 24.89 pg/Kg (media = 10.84 = 5.84 pg/Kg). Del total de las muestras
contaminadas, 9.3 % contenian niveles superiores al valor permitido por las Normas Oficiales
de mexicanas (20 pg/Kg). AFM1 se presento en el 80% de las muestras de leche, los niveles
detectados fluctuaron de 0.006 a 0.065 pg/L (media = 0.023 +0.016 ug/L). Se concluye que,
en la region en estudio, se encontré contaminacion con AFT en las raciones, si bien los
niveles de AFM1 en leche no representan un riesgo a la salud, es importante continuar
realizando estudios considerando diferentes sistemas de explotacion animal, épocas del afio
y areas geograficas para evaluar los niveles de contaminacion en una regién mas amplia de

México.

Ortiz (2009), evaluo la presencia de aflatoxinas M1 en muestras de leche fresca de establos
de la cuenca de Arequipa. Se colectaron muestras de 10 establos lecheros de las irrigaciones
de Santa Rita, Majes, La Joya y Lluta en 2 periodos (verano e invierno) del afio 2008. Los
establos se clasificaron en intensivos y extensivos de acuerdo al sistema productivo
empleado. No se obtuvo ninguna muestra de leche contaminada con aflatoxina M1, siendo
un indicativo de que la presencia de este metabolito en leche no constituye un problema en

la zona de estudio.
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En ciudad de México y Texcoco, se llevd a cabo un estudio de contaminacion de
Aflatoxina M1 en leche cruda, ultrapasteurizada y organica. Un total de 35 muestras de leche
ultra pasteurizada de las cuales 15 fueron organicas, se obtuvieron en diferentes
supermercados de la ciudad de México durante el periodo de octubre del 2006 a febrero del
2007, ademas 9 muestras de leche cruda se colectaron. Los resultados mostraron que el 59%
de las muestras presentaron niveles de aflatoxina M1 y todos los casos se encontraron por
encima del limite maximo de residuo de 0.05 pg/Kg propuesto por la Unién Europea. Las
medianas de aflatoxina M1 encontradas en muestras de leche cruda, ultrapasteurizada y
organica fueron 16.21; 16.1 y 23.1 ug/Kg, respectivamente. El porcentaje de muestras por
encima del limite méximo de residuo fue menor en leche de produccion orgénica (20%)
comparada con las leches crudas y ultrapasteurizadas que estuvieron por encima del 50 y

60%, respectivamente (Pérez et al., 2008).

Estudios realizados por Pérez et al., (2008), encontraron niveles elevados de aflatoxina
M1 en las muestras de leches cruda, ultrapasteurizada y organica producidas vy
comercializadas en el Altiplano Mexicano, donde el 59.1% de todas las muestras presentaron
niveles de aflatoxina M1 superior al LMR establecido por la UE. El 20% de las muestras de
leche organica presentaron niveles superiores al valor establecido por la UE y la FDA,
mientras que los porcentajes de las muestras de leche cruda y ultrapasteurizada fueron 50 y

60%, respectivamente.

Oliveira & Ferraz (2007), tomaron 36 muestras de leche entera, UHT y leche en polvo de
cabra para determinar la presencia de AFM1 en la ciudad de Campina, Brasil; utilizando la
técnica de Aflatest para determinar su presenciay HPLC para cuantificarla. Encontraron que
a diferencia de la leche de vaca no es significativa su presencia, sin embargo, por ser un
potente hepatocarcindgeno no se debe descuidar su estudio ya que afecta la poblacion

infantil.

1.6.3. Estudios sobre Aflatoxinas a nivel de Colombia. Con anterioridad a la década de
los 80 no se realiz6 ningln aporte importante al conocimiento de las micotoxinas en
Colombia. Fue solo hasta la década de los 90 cuando se abordé el problema de una manera
sistematica y se iniciaron los primeros estudios tendientes a determinar la problematica real

de las aflatoxinas en nuestro pais, por parte del Grupo de Investigacion en Toxicologia y
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Nutricién Aviar de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional de Colombia. Basando sus estudios en el desarrollo, estandarizacion y validacién
de técnicas analiticas para la determinacion de micotoxinas; realizacion de estudios de
monitoreo de micotoxinas en materias primas y alimentos de consumo humano y animal y la
caracterizacion del cuadro toxicolégico producido por las micotoxinas prevalentes en nuestro

medio.

En Colombia hay estudios que reportan la presencia de aflatoxina B1 en alimentos para
consumo animal y para consumo humano. En 200 muestras de materias primas y alimentos
terminados empleados en nutricion animal que se analizaron para determinar la presencia de
AFLAS, se encontr6 que la AFB1 fue el mayor contaminante con una incidencia del 29%

(58 de 200 muestras), con concentraciones de hasta 66.1 pug/kg (Céspedes, 1997).

Los estudios de monitoreo realizados en Colombia han demostrado una incidencia
relativamente alta de aflatoxina B1. La importancia del monitoreo permanente de aflatoxinas
en los granos susceptibles a contaminacion qued6d demostrada cuando practicamente la
totalidad de la cosecha de maiz de Cereté resulté contaminada con aflatoxinas. Esta cosecha
se recolect6 en septiembre del afio 2001 y correspondié a 50.000 Ha de maiz. La totalidad de
las muestras analizadas de diferentes lotes de esta cosecha result6 positiva a aflatoxinas, con

niveles que oscilaron entre 15.2 — 282.6 ppb de aflatoxina B1 (Acufia & Diaz., 2005).

En 280 muestras de alimentos para consumo humano (granos, cereales y oleaginosas), la
incidencia de AFBL1 fue del 8.9%, las concentraciones encontradas fueron elevadas, con un
rango de 1.0 a 103.3 pg/kg, y una media de 12.6 pg/kg (Diaz et al., 2001).

Urrego (2005), desarrollé una investigacion para establecer la prevalencia y distribucién
de aflatoxinas y ocratoxina A en cereales para consumo humano utilizando para el anélisis
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). En este trabajo de investigacién se obtuvo
una ocurrencia para AFB1 del 6%. Estos estudios demuestran la presencia de Aflatoxinas en
alimentos para consumo humano, sin embargo hasta el momento en el pais no se ha realizado

investigacion para determinar el impacto de esta posible exposicion en seres humanos.

Diaz et al., (2009), realizaron estudios acerca de la prevalencia de la contaminacion de

alimentos por el hongo del género Aspergillus spp., el cual evidencié contaminacion en el
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54.5% de las muestras. El substrato mas contaminado fue el maiz (100%), se aislaron 50
cepas de Aspergillus spp., de las cuales el 56% pertenecian a la especie A. flavus, en estos
altimos se midio la capacidad para producir Aflatoxinas y el 76.5% eran productores de
AFB1 y aflatoxina B2 (AFB2).

Rojas & Wilches (2009), analizaron 30 muestras de alimentos de consumo infantil
comercializadas en Pamplona, Norte de Santander; utilizando cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) para determinar la presencia de diferentes aflatoxinas, arrojando como
resultado el 10% de las muestras detectable para AFB1, obteniendo el nivel mas alto la colada

para teteros; no se evidencio la presencia de aflatoxinas B1, G1 y G2.

En cuanto a los estudios de cuantificacion de AFM1 se reportan muy pocos a nivel

nacional:

Vasquez (2006), evalud la presencia de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en suplementos de
ganado lechero en la Sabana de Bogoté y la presencia de AFM1 en la leche de 20 fincas
analizadas por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). De los 29 suplementos el
44,8% mostraron presencia de aflatoxinas totales entre 0,8 y 64,1 ppb, con un promedio de
16,3 ppb. El 15,3% supero los limites maximos permitidos por ICONTEC y FDA. De las 20
muestras analizadas el 100% se encontraron contaminadas con AFM1 con niveles entre 8,5
—327,9 ppt. Ninguna muestra super6 los limites méximos permitidos por ICONTEC (0,4 ppb

0 400 ppt), pero el 45% mostrd niveles superiores a los permitidos en la Union Europea (0,05

ppb).

Se recolectaron 8 muestras de 5 hatos diferentes correspondientes a distintas regiones del
Valle del Cauca (Cémbita & Mldenberg, 2009). La determinacion y cuantificacion de AFM1
se realizo por medio de la técnica de Elisa competitivo (RIDASCREEN Aflatoxin M1 30/15).
De las 40 muestras analizadas el 20% sobrepas6 la concentracion méxima de AFM1
reglamentada por la Union Europea, pero no sobrepasé los parametros establecidos por la

FAO. Los valores medios de la concentracion para este estudio fueron de 15,6 ppt.

Asimismo, se han realizado estudios para evaluar la presencia de AFM1 en muestras de
leches para consumo humano en la ciudad de Bogotd por un periodo de dos afios. La

prevalencia de niveles detectables de AFM1 durante el primer y segundo afio fue de 69.2%
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y 79.4% respectivamente, lo que sugiere que la mayoria de las muestras presentan
contaminacion y que esta puede deberse a consumo de alimentos contaminados con AFB1

por parte los bovinos (Diaz et al., 2006).

Se realizd un estudio de quesos frescos provenientes del municipio de Yopal (Casanare),
en el cual se tuvieron en cuenta 3 importantes proveedores de quesos frescos, se tomaron 9
muestras de cada uno para ser procesadas y detectar la presencia o ausencia de la AFM1
mediante la técnica de ELISA utilizando el kit comercial Ridascreen Aflatoxin M1 30/15. En
el proveedor 1 se encontr6 un valor promedio de AFM1 de 8.46 ppt, resultando una
concentracion baja para causar patologias hepaticas y alteraciones en la mutacion genética
de los consumidores de estos quesos; por el contrario, los proveedores 2 y 3, correspondientes
al 67% de las muestras analizadas arrojaron valores de AFM1 superiores a 240 ppt, lo que
supone un riesgo en la salud y calidad de vida de los consumidores (Aranguren & Arguelles,
2009).

Zambrano & Martinez (2009), evaluaron reduccion de aflatoxina M1 con dos tratamientos
térmicos respecto a leche cruda en hatos de la sabana de Bogotd. Encontraron resultados
donde la mayoria de hatos evaluados por la prueba Charm SL Aflatoxina presentaban altos
niveles de aflatoxina M1 en leche cruda, sin embargo, ninguno super6 la regulacion
colombiana establecida por ICONTEC (400ng/ml). Se encontraron diferencias altamente
significativas en relacion a la leche cruda frente a los dos tratamientos termicos, y se observé
que la leche tratada térmicamente con ultra pasterizacion reduce la presencia de aflatoxina

M1 comparada con la leche cruda y la leche termizada.

Diaz & Sanchez (2015), realizaron un estudio para determinar los niveles de AFM1 en la
leche materna humana usando la técnica de HPLC. Se obtuvieron muestras de leche materna
de 50 madres lactantes. Un total de 90% de las muestras probadas arrojaron positivo para
AFML1, con una media de 5,2 ng/L y un rango de 0,9-18,5 ng/L. El estudio demostro una alta
frecuencia de exposicion de madres y neonatos a AFB1 y AFM1 en Colombia, y sefiala la
necesidad de regular y monitorear continuamente la presencia de aflatoxinas en alimentos
humanos. Se necesitan mas investigaciones para determinar la presencia de otras micotoxinas
en los alimentos y en las muestras humanas, asi como para elaborar estrategias de proteccion

en un pais donde las micotoxinas se encuentran comunmente en los alimentos humano.
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2. Objetivos

2.1. General

Cuantificar los niveles de Aflatoxina M1 presentes en la materia prima (leche cruda) y
leche UAT comercializada por Freskaleche S.A.S. Aguachica, Cesar.

2.2. Especificos

Evaluar la presencia del género Aspergillus en los piensos de los hatos lecheros de los

proveedores de leche cruda de Freskaleche S.A.S.

Detallar las variables microbioldgicas y fisicoquimicas de la leche cruda en épocas de
lluvia y sequia.

Detectar la presencia de la Aflatoxina M1 en leche cruda y leche UAT comercializada por

Freskaleche S.A.S., en Aguachica — Cesar.

Estimar los niveles promedio de Aflatoxina M1 en leche cruda y leche UAT

comercializada por Freskaleche S.A.S., en Aguachica — Cesar.
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3.1. Materiales

3.1.1. Poblacidon. Teniendo en cuenta que en época de verano los proveedores de leche
cruda para la alimentacién del ganado utilizan diferentes piensos, de acuerdo con los
objetivos de esta investigacion, y con el apoyo del personal de fomento pecuario, se
determinaron 40 hatos lecheros para tomar las muestras de leche cruda y las muestras de

piensos, como la poblacion objetivo de estudio, ubicados en la region del Sur del Cesar (Ver

3. Materiales y métodos

figura 9. Mapa ubicacion de hatos lecheros).

-
EllBanco

Figura 9. Rutas de hatos lecheros con ensilado region Sur del Cesar.

Fuente: Autor.

En la Tabla 16 Se encuentran los proveedores con su ubicacion, ruta y hato lechero.

Tabla 16. Hatos lecheros tomados para la recoleccion de las muestras.

Caodigo Ruta Hato lechero Proveedor
001 Buenos Aires Cambulos Richard Elias Perez Sanchez
002 Buenos Aires La Chinita Cediel Forero Ojeda
003 Alejandria San Jose Del Carmen Osorio Mantilla
Francisco
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Caodigo Ruta Hato lechero Proveedor

004 Tulcan Los Cocos Jaime Buenahora Loza

005 Buenos Aires El Turpial Jaime Antonio Sanchez Sanchez

006 El Tesoro La Esperanza Neftali Gutiérrez Jerez

007 Melendez La Fortuna Hugo Jacome Bafios

008 Pelaya 1 Alejandria Kelly Alejandria Guzméan Cruz

009 Pelaya 1 La Esperanza Jesus Hernando Pallares Pacheco

010 Pelaya 1 El Silencio Jose De Dios Picon Manzano

011 Pelaya 1 La Primavera Hugo Alonso Garcia Bayona

012 Pelaya 1 Los Popochos Sandra Patricia Torrado Caceres

013 Pelaya 1 Villa Graciela Mansur Meneses Lopez

014 Cascabela El Paraiso Adalberto Osorio Mantilla

015 Cascabela San Antonio Tobias Alberto Osorio Sanchez

016 Cascabela La Margarita Anibal Osorio Mantilla

017 Cascabela La Primavera Baron de Monsalve Teresa

018 Cascabela La Esmeralda Luis Alfredo Serrano Acevedo

019 Mahoma Maria Margarita Ciro Densio Castillo

020 Mahoma Villa Diana Rito Antonio Zambrano Pinto

021 Los Plata Costa Rica Sol Mery Plata Pab6n

022 Los Plata La Esmeralda Mery Maldonado de Angarita

023 Mosquito Zulia Fernando Arevalo Reyes

024 Besote La Patricia Alicia Ayala de Gomez

025 Planta La Union Olga Lucia Quintero Montoya
Aguachica 1

026 Tqgs De Bonanza Nubia Londofio Carvajal
Enfriamiento

027 Tags De Santa Helena Félix Antonio Lozano Gualdrén
Enfriamiento

028 Tqgs De San Daniel Humberto Polania Garcia
Enfriamiento

029 Pelaya Los Cerritos Orlando Consuegra Orozco

030 El Faro La Alegria German Orozco Gonzalez

031 Alejandria Santa Isabel Multicarnicos S.A

032 Pitalimon/ Galilea Alvarez Ascanio Fernel

Pelaya 2




Caodigo Ruta Hato lechero Proveedor

033 Pitalimon/ Buenos Gabriel Angel Pacheco Arevalo
Patifio Aires

034 Alejandria Alejandria Mary Julieth Vila Forero

035 Pelaya 1 La Fé De Lazaro Navarro Marina

Dios

036 Pelaya 1 Cerro Verde Alirio Lazaro Navarro

037 Pelaya 1 Grano De Oro Jose Del Carmen Vergel

038 Pelaya 1 El Paraiso Jose Dominguez Tarazona

039 Osorio-Loza El Peru li Josue Vladimir Prada Osorio

040 Los Plata La Esmeralda Yuleima Quintero Lépez

Fuente: Autor.

3.1.2. Muestra. Se aplico6 un muestreo no probabilistico, ya que la muestra fue
seleccionada de manera intensional bajo los criterios de seleccion que a continuacion se
describe: Los hatos lecheros seleccionados de la region sur del departamento del Cesar fueron
aquellos que manejaron ensilados para la alimentacién del ganado. Para llevar a cabo la
cuantificacion de la AFM1, se seleccionaron 25 muestras entre leche cruda (cantidad 250 ml)
y leche entera UAT (presentaciones de 1100, 900, 400 ml) como lo muestran las Tablas 16
y 17, con las cuales también se probaria la confiabilidad de la prueba rapida en la
determinacion de la presencia de AFML.

A fin de llevar a cabo los objetivos de la investigacion, se tomaron 40 muestras en época
de sequia y 40 muestras en época de lluvia durante el afio 2016, y se escogio el mes de mayo
para realizar la toma de muestra, teniendo en cuenta que el fenémeno del nifio inicio6 en el
trimestre de febrero, marzo y abril del 2015, cuando las temperaturas se ubicaron en +0,5 °C.
En marzo-abril-mayo subieron a +0,7 °C; en abril-mayo-junio, a +0,9 °C, y llegaron a +1,0 °C
en el trimestre mayo-junio-julio; se intensificaria en los Gltimos meses del afio hasta el primer
trimestre del 2016, (Henriquez, 2015). Y ademas fue uno de los mas fuertes en la historia del
planeta “El fenomeno del nifio”. En la figura 10 se muestra el jagliey seco en un hato lechero

de la region.
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Figura 10. Fotografia de jagliey seco en hato lechero de la regién.

Fuente: Autor.

De acuerdo con el Ideam, la temperatura aumento 2,5°C en promedio en el 80% de las
zonas con influencia de EIl Nifio, por lo tanto en estos meses las lluvias se redujeron entre el
30y 40 %. Los ganaderos de la region del Sur del Cesar se vieron obligados a modificar la
alimentacion del ganado, reemplazando el pastoreo por diferentes tipos de piensos. A

diferencia del segundo muestreo se realiz6 en época de lluvia en el mes de agosto.

De los 40 proveedores escogidos se tomaron 13 para realizar la prueba de cuantificacion

de AFM1en la leche cruda por HPLC, como se observa en la Tabla 17.

Tabla 17. Hatos lecheros de proveedores para cuantificacion de AFM1.

Muestra Caodigo Proveedor

001 030H Richard Elias Pérez Sdnchez

002 030C Cediel Forero Ojeda

003 0302 Jose del Carmen Osorio Mantilla
007 030K Hugo Jacome Bafios

008 030N Kelly Alejandria Guzman Cruz
009 030N Jests Hernando Pallares Pacheco
016 0301 Anibal Osorio Mantilla

017 030M Bar6n de Monsalve Teresa

025 030B Olga Lucia Quintero Montoya
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027 030E Félix Antonio Lozano Gualdrén

028 030D Humberto Polania Garcia
030 030L German Orozco Gonzalez
040 030G Yuleima Quintero Lopez

Fuente: Autor

Las muestras de leche cruda de dichos proveedores fueron tomadas dos veces en el afio
2016 para la cuantificacion de la AFML1, en época de sequia y época de lluvia. Ademas, se
tomaron muestras de la leche en los silos de almacenamiento y producto terminado leche

entera UAT, como se observa en la Tabla 18.

Tablal8. Muestras de leche en silos y producto terminado leche UAT.

041 Sequia Tanque De 7 - -
Almacenamiento
Leche Cruda 7
042 Lluvia Tanque De 2 - -
Almacenamiento
Leche Cruda 2
043 Lluvia Tanque De 6 - -
Almacenamiento
Leche Cruda 6
044 Lluvia Tanque De 7265 - -
Leche
Termizada
045 Sequia Bolsa UAT Lote Vence (1100 MI)
R92616136 29/05/16
046 Sequia Bolsa UAT Lote R 1013 8 Vence (400 MI)
27/05/16
047 Sequia Bolsa UAT Lote R 10135 Vence (400 MI)
27/05/16
048 Sequia Bolsa UAT Lote R 8135 Vence (400 MI)
27/05/16
049 Sequia Bolsa UAT Lote R 865 4 Vence (1900 MI)
29/04/16
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050 Sequia Bolsa UAT Lote R891413 Vence (400 MI)

5 05/06/16
051 Sequia Bolsa UAT Lote R 019b4 Vence (1900 MI)
11/04/16
052 Sequia Bolsa UAT Lote R91016 Vence (900 MI)
18/04/16
053 Sequia Bolsa UAT Lote Vence (900 MI)
R961416134 26/05/16
054 Sequia Bolsa UAT Lote R 8135 Vence (400 MI)
27/05/16
055 Lluvia Bolsa UAT Lote 142613 9 Vence 400 MI)
B8 09/09/16
056 Lluvia Bolsa UAT Lote 1416613 Vence (400 M)
5B2 18/09/16
057 Lluvia Bolsa UAT Lote 1416613 Vence (400 MI)
5B2 19/09/16
058 Lluvia Bolsa UAT Lote 216613 9 Vence (900 MI)
B8 20/09/16
059 Lluvia Bolsa UAT Lote Vence (400 MI)
1451317532 23/09/16
B3
060 Lluvia Bolsa UAT Lote 7214616 Vence (1100 MI)
3B4 22/09/16
061 Lluvia Bolsa UAT Lote 92161413 Vence (1200 M)
4 B4 17/09/16
062 Lluvia Bolsa UAT Lote 1416613 Vence (900 MI)
4 B6 18/09/16

Fuente: Autor

3.2. Métodos

3.2.1. Evaluacidn de la presencia del género Aspergillus en los piensos de los hatos
lecheros.

3.2.1.1. Muestreo de piensos. Se analizaron un total de 40 muestras compuestas de piensos
en los meses de marzo-mayo de 2016 (época de sequia), de hatos lecheros propiedad de
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diferentes proveedores. Se tomaron las muestras de piensos teniendo en cuenta el reglamento
(CE) No. 152/2009 de la comisién de 27 de enero de 2009. Por el que se establecen los

métodos de muestreo y analisis para el control oficial de los piensos segun la comision de la

Comunidad Europea.

Las muestras de los piensos se tomaron de forma manual utilizando un instrumento
de muestreo (Pala de fondo plano y bordes verticales), recomendado para el
muestreo de piensos solidos por el reglamento (CE) No. 152/20009.

Se tomaron 7 muestras elementales (30 g) por cada pienso para obtener una
muestra global (210 g) a analizar, estas se recolectaron en bolsas plasticas estériles
(Whirl pak).

Las muestras de piensos se transportaron al laboratorio de Microbiologia de la

planta de Freskaleche S.A.S. (Aguachica) en cavas refrigeradas 4+2°C.

3.2.1.2. Anélisis microbioldgicos de piensos (Método de referencia NTC 4491:2004).

(Ver anexo 1. Analisis microbioldgicos de piensos).

Una vez realizado el muestro de los piensos, se procedié a ejecutar el analisis
microbiologico para determinar la presencia de hongos aflatoxigéenicos.

Se pesaron 30 g de cada pienso para agregarlos al frasco de vidrio tapa azul que
contiene 270 ml de agua peptonada previamente esterilizado; para obtener una
dilucion 107

Se tomd con ayuda de la transferpipeta marca Brand calibrada a 1 ml la dilucion

. Se agitd la muestra y se dejo reposar 15 minutos aproximadamente.

anterior y se paso al tubo de ensayo tapa rosca con 9 ml de agua peptonada

previamente esterilizada, para obtener una dilucion 10'2. Se agitd y se dejé
reposar.

De cada dilucion anterior, se tomd 0,1 ml con la transferpipeta calibrada y se
sembrdé utilizando la técnica de superficie en las cajas de Petri con el medio de
cultivo PDA previamente esterilizado.

Se llevaron a incubacion a 25°C+2°C durante 5 dias.
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- Luego de este periodo, se revisaron todas las muestras escogiendo crecimiento de
micelios para replicarlos en los medios de cultivo PDA y Agar Rosa de Bengala,
con el fin de obtener una coloniaaxeénica.

- Posteriormente, se identifico si las colonias tenian caracteristicas propias del
género Aspergillus utilizando las claves taxonémicas Segun Carrillo & Audisio
(2007).

- De las colonias anteriormente clasificadas se tomaron muestras de micelios
utilizando la técnica de cinta adhesiva transparente: Después de haber adherido
una cinta adhesiva transparente sobre la colonia para tomar una porcion del micelio
aéreo; se coloco una gota de azul de lactofenol sobre el portaobjetos; se pegd un
extremo de la cinta adhesiva cargada con el micelio en el extremo del porta; se
presiono la cinta sobre el colorante para permitir que el micelio se empapara en la
solucion con cuidado de que no se formaran burbujas de aire; se observo al

microscopio.

3.2.2. Evaluacidn de las variables microbiologicas y fisicoquimicas de las muestras
de leche cruda.

3.2.2.1. Muestreo de leche cruda en hato. Se tomaron un total de 80 muestras de leche:
40 entre los meses de marzo-mayo de 2016 (época de sequia) provenientes de los hatos
lecheros donde las vacas consumieron los piensos que fueron muestreados con anterioridad
el mismo dia; los mismos 40 proveedores se muestrearon en el mes de agosto de 2016 (época
de lluvia); las muestras se tomaron en frascos previamente esterilizados y se llevaron al

laboratorio refrigeradas en cava. Teniendo en cuenta la norma GTC 263:2016.

Antes de tomar la muestra se lavaron y desinfectaron las manos para realizar el siguiente

procedimiento:

- Setomo el agitador, se lavo con agua y jabdn posteriormente se desinfecto (alcohol
o flamear con llama directa).

- Seintrodujo el agitador en cada cantina, se agité vigorosamente y se dejo reposar.

- Se tomé una muestra de cada cantina, y se realizé un pool y de este Gltimo se tom6
40 ml de leche. Se tuvo en cuenta las siguientes observaciones: EI volumen de la

muestra no debia ser inferior al limite que se indica en el recipiente empleado; no
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debia quedar al borde de la boca del recipiente; se debe dejar un espacio que
permita la agitacion del contenido.

- Se rotulé la muestra con el codigo asignado al proveedor, este cddigo debia
coincidir con la lista de la ruta, se rotulé con cinta de enmascarar y teniendo en
cuenta que el respectivo cédigo debia ser Gnico e irrepetible en la ruta.

- Se depositaron las muestras en una cava con un cojin multiuso frio en su interior;
el cojin debid ser refrigerado antes del muestreo para que se garantice el
almacenamiento de las muestras durante el recorrido a una temperatura que no

supere los 4°C hasta el momento de entrega en el laboratorio.

3.2.2.2. Anédlisis microbiolégico. Recuento de mesdfilos oxigénicos para las muestras de
leche cruda. Método de referencia: AOAC metodo oficial 986.33.

Se determiné el niamero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml) de
microorganismos mesofilos aerobios provenientes de células viables en leche cruda
empleando Placas 3M Petrifilm (CORPOICA, 2013).

Preparacion de diluciones.
- Dilucion 10 ™!

Se transfirié 10 ml de la muestra de leche cruda con una transferpipeta a un frasco tapa
azul que contenia 90 ml de agua peptonada 0,1%. Se descarto la punta; se mezclé muy bien

la muestra, asegurando su homogenizacion; se dejé en reposo un minuto.
- Dilucion 10 2

Empleando la trasnferpipeta, se tomd 1 ml de la dilucién 10 7, se adicioné a un tubo que

contenia 9 ml de agua petonada, se agito, se dejé reposar y se descarté la punta.
- Dilucion 10 3

Empleando la trasnferpipeta, se tom6 1 ml de la dilucién 10 2, se adicioné a un tubo que

contenia 9 ml de agua petonada, se agit, se dejo reposar y se descarto la punta.

- Dilucion 10 ~*
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Empleando la trasnferpipeta, se tomé 1 ml de la dilucion 10 73, se adicion6 a un tubo que

contenia 9 ml de agua petonada, se agitd, se dejo reposar y se descarto la punta.
- Dilucién 10 ~°

Empleando la trasnferpipeta, se tomé 1 ml de la dilucion 10 ~*, se adiciond a un tubo que

contenia 9 ml de agua petonada, se agito, se dejo6 reposar y se descarto la punta.
Inoculacioén de diluciones.

- Se sirvio 1 ml de la ultima dilucién en la placa 3M Petrifilm previamente
identificada con el cédigo de la muestra.

- Se coloco la placa 3M Petrifilm en una superficie plana y se levanto la pelicula
superior.

- Se coloco 1 ml de la dilucién en el centro de la pelicula cuadriculada inferior
empleando la pipeta.

- Se liberd la pelicula superior dejando que cayera sobre la dilucion y asegurandose
de que no quedaran burbujas entre la pelicula y la muestra.

- Se tomd el dispersor o espaciador con el lado rugoso hacia abajo y se colocé sobre
la pelicula superior de la placa, cubriendo totalmente la muestra; se presiono
suavemente para distribuir la muestra sobre el area circular.

- Se levantd el dispersor o esparcidor y se esperd un minuto a que se solidifique el
gel y se procedié a la incubacion.

- Se repitio este procedimiento para cada una de las muestras.

- Seincubd cada una de las placas cara arriba en grupos de no mas de 20 piezas, a
una temperatura de 32°C durante 48+3 horas.

- Se realizé el conteo de colonias con el equipo lector de colonias marca 3M para

poder realizar la caracterizacion (MPS, 2013).

3.2.2.3. Analisis fisicoquimicos. Las determinaciones fisicoquimicas se realizaron por

duplicado, atendiendo las especificaciones de la NTC 399:2002.
- Determinacion de pH.

Se realizo la prueba de pH utilizando un pHmetro digital INDULAB.
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- Determinacion de densidad, grasa, proteina, S.N.Gy S.T.

Se realizaron los andlisis de grasa, proteina y solidos totales utilizando el método
automatizado infrarrojo por espectrofotrometria de andlisis infrarrojo segin la norma
internacional AOAC 972.16. (MPS, 2013), en el equipo Milkoscan Minor 6.

Preparacion de la muestra.

- Se llevo el frasco de muestra de leche cruda a un bafio de agua a 45°C durante 15
minutos, hasta alcanzar una temperatura de 39°C.

- Se agitd la muestra manualmente durante 30 segundos, para obtener una
distribucion homogénea de la grasa.

- Se agité con movimientos de mano formando un arco de 45° tres veces.

- Se comprobd la temperatura con el termémetro digital (T 39+ 1°C).

- Sereviso que las muestras no tengan coagulos, suciedades o particulas ajenas.

Analisis de la muestra.

- Se analizaron las muestras preparadas operando el instrumento de acuerdo al
instructivo del fabricante.

- Los resultados de los analisis fueron arrojados por el software del equipo.

3.2.3. Deteccion de la presencia de Aflatoxina M1 en muestras de leche cruda.

3.2.3.1. Muestreo de leche cruda en hato. Se tomaron un total de 80 muestras de leche:
40 entre los meses de marzo-mayo de 2016 (época de sequia) provenientes de los hatos
lecheros donde las vacas consumieron los piensos que fueron muestreados con anterioridad;
40 en el mes de agosto de 2016 (época de lluvia), correspondientes a los proveedores
muestreados en los mes de marzo-mayo; las muestras se tomaron en frascos previamente
esterilizados y se llevaron al laboratorio refrigeradas en cava. Teniendo en cuenta la norma
GTC 263:2016.

El procedimiento es el mismo que el llevado a cabo para toma de muestra para analisis

microbiol6gicos y fisicoquimicos.
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3.2.3.2. Muestreo de Leche en Silos. En época de sequia se tom6 una muestra de la leche
en tanque de almacenamiento, mezcla de las leches analizadas individualmente por

proveedor.

En época de lluvia, se analizaron dos tanques de almacenamiento de leche cruda y un

tanque de almacenamiento de leche termizada, que fue la leche que se procesé para UHT.

- Se lavé cuidadosamente el toma muestras de cada uno de los tanques con agua y
jabon.

- Seaplico alcohol al 70% y flameo.

- Se abrid el toma muestras y se dejo descartar la primera porcién de leche.

- Se tomé un volumen aproximado de 1000 ml en una jarra previamente lavada y de

alli se tom6 la muestra de 300 ml en un frasco estéril.

3.2.3.3. Muestreo de Bolsas de leche entera UAT. Se tomaron las bolsas de leche entera
UAT de diferentes presentaciones, se analizaron un total de 18 bolsas de leche entera UAT
marca Freskaleche S.A.S., distribuida de la siguiente manera: 10 en época de sequia y 8 en

época de lluvia.

- Se descartd en el arranque de produccion la primera caja de leche empacada de
cada una de las bocas.
- Se tomo0 para determinar la presencia de AFM1 una bolsa a las 2 horas de haber

iniciado la etapa de empaque, para obtener una mejor trazabilidad.

3.2.3.4. Preparacion del test.

(Ver Anexo 2. Prueba rapida de inmunoensayo para determinar AFM1).

- Se utiliz6 la prueba rapida de REVEAL AFLATOXINA M1.

- Seaseguro de que el bloque calentador tenia una temperatura de 47,5+1,0°C.

- El kit se retird de la nevera y se dejé atemperar entre 15 a 30°C durante 10-15 min
antes de la apertura para evitar la condensacion.

- Seretird solamente los viales que se utilizaron e inmediatamente se devolvio el kit
para el refrigerador.

- Se verifico que las tiras inmunocromatograficas de la prueba estaban limpias y
secas dentro del tubo.
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- Se etiquetd cada vial y cada tira de prueba por cada muestra de ensayo.

- Se hicieron un maximo de seis pruebas al mismo tiempo. Para esto todas las
muestras tenian que estar preparadas antes de ser insertadas en el bloque calentador
y de iniciar el periodo de incubacion.

3.2.3.5. Anélisis de la muestra

- Se agito la muestra de leche a fondo para asegurar una mezclahomogénea.

- Se golped suavemente el vial con reactivos de particulas de oro liofilizados en una
superficie dura con el fin de asegurar que todo el material solido esté en el fondo
del frasco.

- Seretird con cuidado la tapa y el tapon de goma del vial.

- Se pipeted 200 pl de muestra de leche en el vial y se colocé el tapdn de goma.

- Se mezcld la leche y los reactivos bien, invirtiendo el vial y realizando un
movimiento circular hasta que todos los s6lidos estén ensolucion.

- Se retiro el tapdn del frasco y se coloco el vial en el blogue calefactor para su
incubacion a 47,5°C +1,0°C durante tres minutos.

- Al terminar este tiempo, se colocaron las tiras de prueba etiquetadas en el vial en
el bloque calentador. Se tuvo cuidado que las flechas se encontrasen orientadas
hacia abajo enél.

- Al finalizar la incubacion de dos minutos, se retiro la tira del vial.

3.2.3.6. Interpretacion de resultados
(Ver anexo 3. Resultados de la prueba de inmunoensayo para determinar presencia de
AFM1).

La tira de prueba se leyo dentro de los tres minutos siguientes y se tuvo en cuenta las

siguientes indicaciones:

Sensibilidad del test rapido 350 ppt (0.35 pg/Kg).

- Negativa: Si la linea de prueba es igual o mas oscura que la linea de control, la
prueba es negativa.
No se detecta residuo de Aflatoxina M1.

- Positiva: Si la linea de prueba es visualmente més ligera que la linea de control, la

prueba es positiva.
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Se detecta residuo de Aflatoxina ML1.

- Positiva severa: Si la linea de prueba no aparece y la de control si, la prueba es
positiva severa.
Se detecta residuo de Aflatoxina M1.

- Dudosa: Si no aparece diferencia clara entre las dos lineas.

No se puede determinar el resultado de positivo o negativo.

3.2.4. Estimacion de los niveles de Aflatoxina M1 en muestras de leche cruda y leche
UAT.
3.2.4.1. Método de referencia NTC 5219:2003. Cuantificacion de Aflatoxina M1 por
Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). (Ver anexo 4. Cuantificacién de AFM1 por
cromtografia HPLC).

3.2.4.2. Extraccién y purificacion de la AFM1. De acuerdo a lo establecido en el método
oficial propuesto por la ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS
AOAC (2000).

- Se tomaron 120 ml de cada una de las muestras, tanto de leche cruda, como muestras
de silos y leche entera UHT; se pasaron a un erlenmeyer con capacidad de 250 ml.

- Se calentaron las muestras hasta obtener una temperatura de 37°C.
- Se pasaron 50 ml a los tubos para la centrifuga, se taparon.

- Las muestras se descremaron mediante el centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos.

Pasado este tiempo, las muestras se filtraron, primero con ayuda de una espatula se
retird el restante de grasa y luego se pas6 por un embudo provisto de papel filtro, se
dej6 alli decantar, hasta que se obtuvo la muestra descremada en erlenmeyer de 100
ml. Para la extraccion de la AFM1 de las muestras de leche ya descremadas, se

tuvieron en cuenta las siguientes etapas:

3.2.4.3. Etapa de acondicionamiento. Se colocaron las columnas de fase solida C18 en el
equipo de extracion de fase sélida, para la activacion del adsorbente y de los grupos

funcionales (para desnaturalizar los anticuerpos), se consigui6 al pasar metanol: acetonitrilo
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en proporcion 2:3, volumen 6,25 pL. Con lo anterior, se obtuvo que los filtros se solvataran

convenientemente.

3.2.4.4. Etapa de cargar la muestra. Con ayuda de una jeringa se dejé pasar a través de
la columna 50 ml poco a poco, teniendo cuidado de no dejarla secar. Los contaminantes
pudieron pasar por la columna sin ser retenidos y el resto de componentes se retuvo mas o
menos fuertemente en la superficie del adsorbente. Se tuvo en cuenta el caudal de la muestra

para una mayor eficacia.

3.2.4.5. Etapa de lavado. Se utiliz6 1 ml de agua desionizada tipo HPLC para lavar la
columna se abrio la llave totalmente, esto se realiz6 dos veces con el fin de eliminar cualquier
resto de compuestos que pudieran interferir manteniendo los analitos en el lecho de

adsorbente.

3.2.4.6. Etapa de secado. Antes de bajar las columnas del extractor de fase sélida, se
utiliz6 una jeringa provista de un corcho para generar vacio con el fin de extraer las trazas de

solvente, con esto se mejora el rendimiento de extraccion.

Se desmontaron las columnas del extractor de fase sélida y se secaron con mucho cuidado

con ayuda de una toalla de papel, para no tocar la muestra.

3.2.4.7. Etapa de elucion. En un vial de 2 ml, se colocé la columna con la muestra y se
adicioné Metanol: acetonitrilo 2:3, 6,25 ul. Con ayuda de la jeringa provista del corcho, se
hizo presion positiva para eliminar la interaccion analito-solvente y eluir el 110% de la

AFML. Se realiz6 este procedimiento dos veces.

- Luego se adicioné 6,25 pl de agua tipo HPLC dos veces, se dejo correr por las
paredes de la columna.

- Se recolecté en los viales de 2 ml provistos de tapa plastica. Todos los viales se
pasaron por el Vortex para asegurar una buena homogenizacion de la muestra; se
pasaron al ultrasonido durante 2 minutos y luego nuevamente al \VVortex.

- Sepasd 1 ml de los viales anteriores por una jeringa de vidrio provista de filtro a
un vial de 1,5 ml, haciéndole presion positiva y se obtuvieron las muestras para

pasar al cromatdgrafo.
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Se guardaron en la nevera hasta el otro dia.
Todos los viales se pasaron por el VVortex para asegurar una buena homogenizacion
de la muestra; se pasaron al ultrasonido durante 2 minutos y luego nuevamente al

Vortex.

3.2.4.8. Analisis cromatogréafico. Cromatografo Schimadzu Prominence sistema
HPLC Fluorescence detector RF-20A xc. Los viales de 1 ml se colocaron en el
cromatografo HPLC provisto de un detector de fluorescencia con longitud de onda
de excitacion y emision de 365 y 425 nm, respectivamente; acoplado a un
cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién, empleando una columna de fase
reversa C18.

Se utilizd como fase movil: metanol-acetonitrilo-agua (20:20:60) a flujo continuo
de 1 ml/min.

Volumen de inyeccion de la muestra fue de: 50 uL.

Tiempo de retencion 8 a 24 minutos (Ver Anexo 7. Cromatogramas).

3.2.5. Andlisis estadistico. Los datos obtenidos en esta investigacion se analizaron con

las herramientas estadisticas Statistix 10 y Microsoft Excel.

Los datos obtenidos en la evaluacion de la presencia del género Aspergillus spp. en los

piensos de los hatos lecheros, se graficaron con el fin de mostrar los tipos de piensos mas

utilizados en al area de estudio y realizar una identificaciéon preliminar de las presuntivas

especies presentes en los piensos analizados.

Para evaluar la variacion de cada una de los parametros fisicoquimicos de la leche en

épocas de sequia y lluvia, al dar cumplimiento al segundo objetivo, se aplic la técnica
estadistica ANOVA DE UN FACTOR, donde la variable dependiente la constituye cada una
de las variables fisicoquimicas (pH, densidad, grasa, S.N.G, proteina, S.T) y el factor se llama

TIEMPO, cuyos niveles son sequia y lluvia. Tomando como ejemplo una de las variables

fisicoquimica de la leche como el pH, el modelo en este caso es:

Yij=,ll+'l'i+6ij
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Donde Yij, representa la variable aleatoria dependiente, es decir el pH, bajo el i-ésimo

factor, en otras palabras, bajo las dos épocas contempladas.
u: Representa la respuesta promedio total del pH en las muestras
7;: Representa el efecto de variacion en el pH de la leche cruda en época y lluvia y sequia.
€;j Es un error aleatorio
Y el contraste de hipotesis a probar es:

{Ho:ﬂs = ULL
Hy:pg # uyy,

Ho: Niveles iguales en el pH de la leche en época de lluvia y sequia
Hi: Diferencia del pH de la leche en época de lluvia y sequia

En la deteccion de la presencia de Aflatoxina M1 en muestras de leche cruda, con los datos

obtenidos se realizé una tabla donde se muestra la presencia o ausencia de la Aflatoxina M1.

Ademas, en la evaluacion de los niveles promedio de Aflatoxina M1 en leche cruda y

leche UAT, se realizé la respectiva curva de regresion lineal con su modelo matematico.

En la Tabla 19, se presenta la curva de calibracion de AFML1, sus correspondientes

concentraciones, tiempos de retencidn y area correspondiente.

Tabla 19. Calibracion de la curva de Aflatoxina M1.

Concentracion ng/L Tiempo de retencion Area mVx/seg
100 8,252 16581
250 8,247 39201
500 8,245 81005

Fuente: Autor.
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En la Grafica 2 se presenta la curva de calibracion aflatoxina ML1.

CURVA DE CALIBRACION AFLATOXINA M1

Area mVx/seg
(92
o
o
o
o

y = 161,69x - 215,98
R? = 0,9993

0 100 200 300 400 500 600

Concentracion ng/L

Grafica 2. Curva de calibracién aflatoxina M1.
Fuente: Autor.

Se realizo la prueba t-student para contrastar hipotesis de comparacion, de los intervalos de
AFML1 determinados por el método de HPLC, con los permitidos por legislacion vigente, con

un nivel de significancia del 5%.
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4. Resultados y discusion

4.1. Evaluacion de la presencia del género Aspergillus en los piensos de los hatos
lecheros.
4.1.1. Muestreo de piensos.

En los hatos lecheros se tomaron las muestras de los diferentes piensos en época de sequia
y época de lluvia, como se aprecia en la Tabla 20.

Tabla 20. Tipos de piensos utilizados en los hatos lecheros.

Piensos Sequia Lluvia
Pastoreo 0 27
Pollinaza + Palmiste 1 0
Pasto De Corte 1 0
Silo De Millo 1 0
Pollinaza + Corozo 1 0
Palmiste + Melaza 2 0
Heno 3 0
Palmiste 4 1
Ensilado de Maiz 27 12

Fuente: Autor

Para la época de sequia se presentd un drastico aumento de temperatura en la region, el
mayor consumo de alimento para ganado fue el ensilado de maiz, el cual se encontré en los
hatos lecheros almacenado de diferentes maneras como canecas, bultos de 25 Kg, silo pack,
entro otras. Como se puede apreciar en la Figura 11. Presentaciones de ensilados de maiz.
Seguido de palmiste y heno. Por ser una region donde se cultiva maiz, palma africana; es
muy comun en estas épocas del afio encontrar aprovechamiento de dichos cultivos para la
alimentacion del ganado, al igual que el pasto deshidratado para construir los blogues de

heno.
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Empacado en Bulto Silopack

Pollinaza con corozo

Montén

Figura 11. Presentaciones de ensilados de maiz.
Fuente: Autor
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Por otra parte, en época de lluvia, sobresalié el pastoreo, puesto que los ganaderos de la
region prefieren esta técnica de alimentacion por el sobre costo que les genera la alimentacion

con otro pienso. Ver gréafica 3. Tipos de piensos.

Tipos de Piensos

ENSILADO DE MAIZ [ — )7
PALMISTE |k 4
HENO s 3

PALMISTE+MELAZA gl >
POLLINAZA +COROZO wf 1
SILODEMILLO w8 1
PASTO DE CORTE m 4
POLLINAZA+ PALMISTE w 1

PASTOREO — 27

0 5 10 15 20 25 30
W Agosto W Mayo
Gréfica 3. Tipos de piensos en época de sequia.

Fuente: Autor

4.1.2. Andlisis microbioldgicos de piensos. (Método de referencia NTC 4491:2004. Se
realizd una identificacion del género Aspergillus utilizando la clave taxonomica
recomendada por Carillo & Audisio (2007), se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla
21).

Tabla 21. Posibles candidatos a especies de Aspergillus aislados de los diferentes piensos.

Muestras Descripcion Identificacion Cantidad
001-002-003- *Cabezas conidiales verde amarilla a
007-008-009-019- tonalidades olivo-carmelita fuerte, a veces, se
020-021-024-026- vuelven verde grisaceo.
027-028-029-032-  *Conidioforos largos, cenociticos, por lo general
033-034-038 rugosos e incoloros.
*Las vesiculas son esféricas, cubiertas en
360° y contienen de 1 a 2 series de fialides. A. flavus 18
*Micelio septado, macrosinfonado, hialino,
ramificado,
*Colonias de crecimiento rapido, de 3a 5
dias.

*Colonias con color blanco-amarillento,
algodonoso y con tonalidades verdosas o verde-
amarillentas.
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Muestras

Descripcion

Identificacion

Cantidad

030-031

04

05-017-031

006-010-013-
014-022-023-036-
037

012

016-025-040

011-035

*Las colonias a medida que envejecen se
vuelven verdosas y de textura pulvurienta.

*Conidios amarillos o verde amarillentos.
*Cabezas conidiales casi siempre con métulas y
fidlides.

*Conidios de paredes finas, lisas o apenas
rugosas.
*Conidios de paredes gruesas rugosas.

*Cabezas  conidiales  con métulas.
*Conidios cilindricos o con forma de barril, en
columnas.

*Cleistotecios color blanco.
*Colonias de crecimiento rapido, ilimitadas,
planas y aterciopeladas, comienzan de color
verde con halo blanco y con el tiempo se vuelven
grisaceas oscuras.
*Cabeza conidial con fialides sobre la mitad de la
vesicula piriforme, subclavica.

*Micelio macrosifonado, septado, hialino,
conidios cortos cenociticos.

*Crecimiento abundante gris a 25°C 6 37°C.
*Vesiculas con métulas y

fidlides.

*Micelio macrosifonado, septado, hialino,
presenta cabezas aspergilares subesféricas.
*Conidios redondos esquinulados negros.

Ver caracteristicas de A. flavus y A
fumigatus.

Ver caracteristicas de A. flavus y A. niger y
A. fumigatus.

*Colonias de color blanco o crema.
*Vesicula toda rodeada de métulas con mas de
10um de largo.

A. parasiticum

A. restrictus

A. fumigatus

A. niger

A. flavus + A. fumigatus

A. flavus + A. niger + A.
fumigatus

A. candidus
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Muestras Descripcion Identificacion Cantidad

015-018-039 Ausencia de Aspergillus 3

Fuente: Autor.

En la Tabla 21, se presentan las caracteristicas tanto microscopicas como macroscopicas
que se tuvieron en cuenta para determinar la presencia del género Aspergillus en las 40
muestras de piensos que se tomaron de los diferentes hatos lecheros que proveen leche cruda
al centro de acopio de Freskaleche S.A.S. No se encontr6 en ninguna de las muestras la
presencia de A. nomius, y en tres muestras hubo presencia de otros hongos pero no de

Aspergillus spp.

Después de haber comparado con la clave taxonémica segun Carillo (2007), se determiné
la presencia de 6 especies posibles candidatos de Aspergillus en las muestras de los piensos
analizadas. Entre ellas se encontrd A. flavus, A. parasiticum, A. restricta, A. fumigatus, A.
niger, A, candidus. Como se muestra en la Tabla 22.

Tabla 22. Especies de posibles canditatos de Aspergillus encontradas en los diferentes
piensos.

Especie de En medio de cultivo PDA 6 Rosa Microscépicamente en 100 x.
Aspergillus de Bengala a 7 dia / 25°c.
Rosa de Bengala PDA

A. flavus
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Especie de En medio de cultivo PDA 6 Rosa Microscépicamente en 100 x.
Aspergillus de Bengala a 7 dia / 25°c.

A .parasiticum

Agar PDA

A.  restricta

Agar PDA 40x.

A.  fumigatus

Agar PDA.
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Especie de En medio de cultivo PDA ¢ Rosa Microscopicamente en 100 Xx.
Aspergillus de Bengala a 7 dia / 25°c.

A.  niger

Agar PDA. 40x.

A. candidus

Agar PDA.

Fuente: Autor

Enla Grafica4. Se puede apreciar que en un 45% (18 de las 40 muestras analizadas) se
encontr6 A. flavus como la especie més predominante, seguida de A. niger ( posible
candidato); es de resaltar que la presencia de varias especies de Aspergillus en una séla

muestra también resulto significativa.

En el 92,5% de las 40 muestras de piensos tomados en los hatos lecheros en la época de
sequia y analizadas se determind la presencia del género Aspergillus, objetivo de la
investigacion. De los cuales el 47,5% son posibles candidatos a las especies de A. flavus, A.
parasiticum y se encontraron con mayor frecuencia en los piensos de ensilados de maiz, heno,

palmiste y pollinaza + palmiste.
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Especie de Aspergillus

A. flavus I 18
A. niger I 8
A. flavus + A. niger + A. fumigatus I 3
A. fumigatus I 3
A. candidus N 2
A. parasiticum B 1
A. Restrictus W 1
A. flavus + A. fumigatus R 1
A. nomius 0

Ausencia de Aspergillus . 3

Gréfica 4. Posibles candidatos a especies de Aspergillus encontradas en los diferentes piensos.

Fuente. Autor.

4.2. Caracteristicas microbioldgicas y fisicoquimicas de las muestras de leche cruda.
4.2.1. Analisis microbioldgicos de las muestras de leche cruda. En la Tabla 23 se

presentan los resultados de los andlisis microbiologicos de las muestras de leche cruda

tomadas en los hatos lecheros en las dos épocas del afio, tanto en sequia como en época de

lluvia.

Tabla 23. Resultados de los analisis microbioldgicos de la leche cruda.

Muestra Log UFC/ml Log UFC/ml Muestra Log UFC/mlI Log UFC/ml
(Sequia) (Lluvia) (Sequia) (Lluvia)
1 4,46 4,98 10 5,82 4,66
2 4,78 3,99 11 5,76 4,99
3 5,29 6,69 12 4,95 4,76
4 4,74 6,17 13 6,10 5,88
5 4,08 3,71 14 4,00 4,37
6 4,76 4,89 15 4,36 5,22
7 6,07 5,64 |16 4,87 4,91
8 4,18 6,14 17 4,49 4,02
9 5,15 5,43 18 5,29 5,62
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Muestra Log UFC/ml Log UFC/ml Muestra Log UFC/ml Log UFC/ml

(Sequia) (Lluvia) (Sequia) (Lluvia)
19 4,48 6,74 30 5,57 4,92
20 4,30 4,66 31 5,28 6,30
21 4,56 5,11 32 5,33 6,84
22 4,04 4,67 33 4,57 4,55
23 5,39 4,51 34 4,52 5,21
24 5,43 6,30 35 5,76 4,99
25 4,71 5,92 36 4,34 4,67
26 4,66 5,52 37 4,95 4,76
27 5,14 4,78 38 5,82 4,66
28 4,96 5,13 39 5,37 4,79
29 5,94 5,68 40 4,64 5,11

Fuente: Autor

En la mayoria de los hatos lecheros en la época de lluvia se aumenta notablemente el
recuento de mesofilos oxigénicos; en un 60% de las muestras los recuentos fueron mas altos
en comparacion a la época de sequia. La muestra 19 que pertenece a la finca Maria Margarita,
proveedor Ciro Densio Castilla, presento una diferencia notable en las dos épocas del afio,
esto se pudo presentar debido a que la vaquera es de techo y empedrada lo que no genera
problema en época de sequia, pero en época de lluvias los alrededores se encuentran con
empozamientos de agua, embarrados; lo cual permite que los pesones de las vacas se
contaminen mas facilmente. En la Tabla 24, se presenta el analisis estadistico del recuento

de mesdfilos oxigenicos.

Tabla 24. Resultados estadisticos descriptivos - Recuentos microbioldgicos.

Variable Epoca  Media  Desviacion Minimo Maximo Mediana Rango
microbiol6gica Estandar
Mesofilos oxigénicos  Sequia 222850 312137,26 10000 1248000 81500 1238000
(UFC/ml)

Lluvia 735834,425 1550326,87 5119 6850781 97365 6845662

Fuente: Autor.

Al realizar el andlisis de los datos de los recuentos microbiologicos, estos estdn muy

dispersos. A pesar de ello se evidencia notablemente las diferencias entre la época de sequia
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y la época de lluvia. En época de lluvia se aumenta el recuento de mesofilos oxigénicos; esto
puede ser debido a que cuando la leche se obtiene en condiciones higiénicas, y procede de
animales sanos, contiene pocos microorganismos provenientes de la ubre. Sin embargo, una
vez extraida, ésta se puede contaminar inicialmente en la produccion primaria. En la época
de lluvia aumentan en los hatos lecheros el riesgo de los contaminantes y los factores de
contaminacion externa como las heces del animal, el ambiente que lo rodea (barro, charcos),
los utensilios usados durante el proceso de ordefio, el transporte y la comercializacion, asi
como el manipulador y el agua utilizada para los procesos de lavado y desinfeccion en las

etapas de ordefio.

En Colombia, existen hatos que entregan leches con menos de 20000 UFC/ml de
mesofilos oxigénicos y ain con menos de 10000 UFC/ml, esto se logra con el cumplimiento
de las normas de higiene durante el ordefio, un eficiente programa de prevencion de mastitis
y una adecuada y oportuna refrigeracion de la leche (Cotrino, 2001). En realidad, un alto
recuento de UFC en un alimento indica que, probablemente, ha estado conservado en
condiciones de tiempo y temperatura que han permitido el desarrollo de microorganismos
(Frazier y Westhoff 1993).

4.2.2. Andlisis fisicoquimicos de las muestras de leche cruda. En la Tabla 25 se
presentan los resultados de los analisis fisicoquimicos de las muestras de leche cruda tomadas

en los hatos lecheros.

Tabla 25. Analisis fisicoquimicos de la leche cruda.

Cod pH Densidad (g/ml) Grasa (%) SNG(%) Proteina (%) ST (%)

Seq Lluv Seq Lluv Seq Lluv Seq Lluv Seq Lluv Seq Lluv
1 6,8 6,8 1,032 1,033 3,42 35 839 88 294 334 1181 1235
2 6,8 6,8 1,033 1,033 4,74 394 812 88 311 332 12,86 12,74
3 6,8 6,8 1,032 1,033 381 343 861 89 326 342 1242 1233
4 6,8 6,8 1,033 1,033 4,04 423 844 9,02 328 357 1258 1325
5 6,8 6,8 1,033 1,033 435 376 822 865 302 3 1257 1241
6 6,8 6,8 1,032 1,031 389 368 866 913 334 355 1255 1281
7 6,7 6,8 1,032 1,033 378 451 856 809 327 331 1234 126
8 6,8 6,8 1,03 1,033 229 438 833 817 288 345 10,62 1255
9 6,8 6,7 1,033 1,033 4,02 406 861 907 332 356 1263 1313

=
o

6,8 6,7 1,032 1,033 342 397 847 923 314 382 11,89 13,2
6,8 6,7 1,032 1,033 377 425 849 892 322 356 1226 1317

=
[N
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Caod pH Densidad (g/ml) Grasa (%) SNG(%) Proteina (%) ST (%)

Seq Lluv Seq Lluv Seq Lluv Seq Lluv Seq Lluv Seq Lluv
12 6,8 6,7 1,033 1,033 433 442 821 894 322 36 1254 13,36
13 6,7 6,7 1,033 1,033 4,74 408 849 803 318 321 1323 13,01
14 6,8 6,8 1,032 1,032 3,53 3,5 85 892 327 338 12,03 1242
15 6,8 6,8 1,033 1,031 4,09 355 825 864 3,36 34 1234 12,19
16 6,8 6,8 1,032 1,033 332 422 839 9 312 363 11,71 1322
17 6,8 6,8 1,03 1,032 259 363 729 8838 267 3,5 9,88 1251
18 6,8 6,8 1,033 1,033 4,44 451 871 822 336 346 13,15 12,73
19 6,8 6,7 1,032 1,032 324 371 886 885 328 341 12,1 12,56
20 6,8 6,7 1,032 1,032 325 388 855 9,19 31 3,63 11,8 13,01
21 6,8 6,7 1,031 1,032 317 438 856 885 3 361 11,73 13,23
22 6,8 6,8 1,032 1033 338 425 843 909 307 367 1181 13,34
23 6,8 6,8 1,032 1,033 361 415 876 904 319 363 1237 1319
24 6,8 6,8 1,032 1,032 398 3,89 859 9 317 347 1257 12,89
25 6,8 6,8 1,033 1,032 437 386 853 861 318 3,26 129 12,47
26 6,8 6,8 1,032 1.030 322 242 867 933 318 338 1189 11,75
27 6,8 6,8 1,032 1,033 327 354 875 883 321 34 12,02 12,37
28 6,8 6,8 1,032 1033 339 387 889 906 328 349 1228 1293
29 6,8 6,8 1,032 1,033 391 465 814 829 295 264 12,05 12,94
30 6,8 6,7 1,032 1,032 341 428 83 9,09 299 36 11,71 13,37
31 6,8 6,8 1,031 1,031 3,09 37 859 874 319 339 1168 1244
32 6,8 6,8 1,03 1031 2,75 433 804 894 281 344 10,79 1327
33 6,8 6,8 1,03 1,032 258 329 787 88 287 332 1045 13,01
34 6,8 6,8 1,03 1,031 2,83 343 846 874 3,01 32 11,29 12,17
35 6,8 6,7 1,032 1,033 3,77 425 849 892 322 356 1226 1317
36 6,8 6,8 1,033 1,033 436 455 879 925 348 373 1315 13,8
37 6,8 6,7 1,033 1,033 433 442 821 894 322 36 1254 13,36
38 6,8 6,7 1,032 1,033 342 397 847 923 314 382 11,89 13,2
39 6,8 6,8 1,032 1,032 366 382 838 883 313 338 12,04 12,65
40 6,7 6,7 1,032 1,033 416 535 881 971 336 4,21 1297 13

Fuente: Autor

Al comparar los resultados del porcentaje de grasa de las dos épocas del afio, la muestra
002 arroj6 un resultado més alto en época de sequia que en época de lluvia, debido al tipo de
alimentacion brindada al ganado, puesto que en esta finca le estaban suministrando pollinaza
mas palmiste que pueden aumentar mas el porcentaje de grasa y en época de lluvia solamente
pastoreo. Para las muestras 008, 017, 032, 033, 034 el porcentaje de grasa se encuentra por
debajo de la normativa legal vigente en época de sequia; el ganado fue alimentado en todos

estos hatos lecheros con ensilado de maiz, lo que pudo influir en este resultado. Al ser
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directamente proporcional los valores de sélidos no grasos y sélidos totales también
disminuyeron para dichas muestras. Como la Tabla 26 muestra variables fisicoquimicas de
la leche y estas son de tipo cuantitativo, el resumen de algunos datos estadisticos descriptivos

se presentan en la tabla siguiente:

Tabla 26. Resultados estadisticos descriptivos -variables fisicoquimicas.

Variable Epoca Media Desviacion ~ Minimo Maximo Mediana Rango
Fisicoquimica Estandar
pH Sequia 6,793 0,0267 6,7 6,8 6,8 0,1
Lluvia 6,77 0,0464 6,7 6,8 6,8 0,1
Densidad Sequia 1,032 0,000974 1,03 1,034 1,032 0,004
Lluvia 1,032 0,000813 1,03 1,033 1,033 0,003
Grasa Sequia 3,643 0,5941 2,29 4,74 3,635 2,45
Lluvia 3,99 0,4896 2,42 5,35 3,97 2,93
SNG Sequia 8,447 0,2955 7,29 8,89 8,49 1,6
Lluvia 8,87 0,3416 8,03 9,71 8,92 1,68
Proteina Sequia 3,15 0,1683 2,67 3,48 3,18 0,81
Lluvia 3,473 0,2438 2,64 4,21 3,465 1,57
ST Sequia 12,09 0,727 9,88 13,23 12,18 3,35
Lluvia 12,86 0,5825 11,75 15,06 12,85 3,31

Fuente: Autor

Segun los valores de la desviacién estandar, se puede observar que la variacion en cada
una de ellas tiende a cero, lo que significa que la informacion fue muy homogenea en los

diferentes muestreos.

A continuacion, en la Tabla 27 se presentan los resultados de ANOVA de las variables
fisicoquimicas de la leche cruda en las épocas de sequia y lluvia para las 80 muestras tomadas

en los hatos lecheros de los proveedores del centro de acopio de Freskaleche S.A.S.

(Ver anexo 5. Resultado de ANOVA).
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Tabla 27. Resultados de ANOVA de un factor.

Variables fisicoquimicas en leche cruda época de sequia-lluvia.
Nivel de significancia 5%

Variable Epoca Promedio P- Interpretacion
valor
pH Sequia 6,79 0,0095 Hay diferencias significativas
Lluvia 6,77
DENSIDAD Sequia 1,0320 0,05 No hay diferencias significativas
(g/ml) Lluvia 1,0324
GRASA (%) Sequia 3,6430 0,0055 Hay diferencias significativas
Lluvia 3,9902
SNG (%) Sequia 8,4470 0,1857 No hay diferencias significativas
Lluvia 8,8500
PROTEINA Sequia 3,1498 0,0000 Hay diferencias significativas
(%) Lluvia 3,4730
ST (%) Sequia 12,092 0,7283 No hay diferencias significativas
Lluvia 12,350

Fuente: Autor.

Para una mayor ilustracion se presentaran los resultados de ANOVA y las comparaciones

multiples en forma gréafica:

En la Grafica 5, se muestran los comparativos de la variable fisicoquimica del pH.

pH leche cruda del sur del Cesar en época de sequia vy lluvia

ano 2016.
6,9
6,8 \
6,7 V \/ ,
T e SEQUIA
6,6
= LLUVIA
6,5
Alais, 1985
6,4
63 Alais, 1985
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
N° muestra

Grafica 5. Comparativo de los valores de pH de leche cruda en las muestras tomadas en el Sur de Cesar,
época de sequia y lluvia.
Fuente: Autor.
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Se observa que el pH se encuentra dentro del rango normal entre 6,7 a 6,8 para ambas

épocas del afo; lo que significa que no se presentaron cambios drasticos para dicha variable.

La leche de vaca recién ordefiada y sana, es ligeramente &cida, con un pH comprendido
entre 6,5y 6,8 como consecuencia de la presencia de caseinas, aniones fosforico y citrico,
principalmente (Alais, 1985; Fox y McSweeney, 1998), el pH es un parametro de control
para la industria, pero no se encuentra como parametro dentro de la normativa legal vigente,

ya que va ligado directamente a la acidez de la leche.

En la Gréafica 6, se muestran los comparativos de la variable fisicoquimica de la densidad.

Densidad leche cruda del sur del Cesar en época de sequia 'y
lluvia ano 2016
1,035
1,034
1,033

/
1,032 /V \- /\ /\-— \-/ = SEQUIA
1,031 v\-/ \/ V_ \ / LLUVIA

1,03

Densidad (g/ml)

1,029 D. 616

1,028
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

N° muestra

Gréfica 6. Comparativo de los valores de densidad de leche cruda en las muestras tomadas en el Sur de
Cesar, época de sequia y lluvia con la normativa colombiana vigente.
Fuente: Autor

La densidad de la leche cruda en época de sequia presenta datos al limite de lo permitido
por el Decreto MPS 616/06 y los valores para la época de lluvias se mantienen mas altos

debido a que en estd epoca se generan mejor calidad de pastos para el ganado.
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En la Gréfica 7, se muestran los comparativos de la variable fisicoquimica del porcentaje de

grasa.

Grasa leche cruda del sur del Cesar en época de sequiay
lluvia afio 2016.

5

g 4 /\(/\\V/\/ /\/\V/\-/ /\'/\V/_\/ —— SEQUIA

2 LLUVIA
1 D.616

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

N° muestra

Gréfica 7. Comparativo de los valores de grasa de leche cruda en las muestras tomadas en el Sur de Cesar,
época de sequia y lluvia con la normativa colombiana vigente.
Fuente: Autor

Con respecto al parametro de la grasa se encontraron tres muestras en la época de sequia
por debajo del rango permitido (3,0% m/v) en el Decreto del Ministerio de Proteccion 616
de 2006; y una sola en época de lluvia. En este sentido, un 12,5% de las muestras de leche
cruda en la época de sequia obtuvieron valores menores a 3,0% m/v, lo cual se puede deber
a que las leches eran provenientes de ganado alimentado con fuentes pobres de fibra larga
como pasto y heno. En la época de lluvias so6lo el 2.5% obtuvieron valores menores a 3,0%
m/v de las muestras analizadas, esto se puede deber a la disponibilidad de pastos verdes y a

que el ganado presenta menos estrés caldrico generando una buena proporcién de grasa.

En la Gréafica 8, se muestran los comparativos de la variable fisicoquimica del porcentaje

de So6lidos No Grasos.
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Sélidos No Grasos leche cruda del sur del Cesar en época de
sequia y lluvia afio 2016.

12

10

’g 3 Pv~‘ - i - v _Av‘/
5 A4 =
R 6 = SEQUIA
Qo , = [LUVIA
(%]

D. 616

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

N° muestra

Grafica 8. Comparativo de los valores de SNG (%m/m) leche cruda con la norma.
Fuente: Autor

El parametro de los Sélidos No Grasos, se encuentra dentro del rango permitido por el

Decreto MPS 616/06, salvo una muestra en la época de verano.

En la Grafica 9, se muestran los comparativos de la variable fisicoquimica de la proteina.

Proteina leche cruda del sur del Cesar en época de sequia y
lluvia afo 2016.

5
£y

€ ~ N’

X 3 ; o — .
ey M = SEQUIA
£ 2

3 e | LUVIA
o1

a D. 1880

o

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

N° muestra

Grafica 9. Comparativo de los valores de Proteina (%m/m) leche cruda con la norma.
Fuente: Autor

El porcentaje de proteina para la época de sequia, 4 muestras se encuentran por fuera del
parametro estipulado por el Decreto MPS 1880/11 (2,9%) y una muestra para la época de
lluvia. Una vez mas, la explicacion a estos resultados es la produccion de leche en época de
lluvia donde sobresale la alimentacion con pastos largos es un constituyente que varia poco,

la principal fuente para la formacidn de proteina lactea es la proteina ingerida por el animal,
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ademas de todos aquellos factores que favorezcan el flujo de proteina microbiana hacia el

intestino delgado.

En la Grafica 10, se muestran los comparativos de la variable fisicoquimica del porcentaje

de solidos totales.

Sélidos Totales leche cruda del sur del Cesar en época de
sequia y lluvia afio 2016.
16

14

12 /\“'ﬂvlvl\v‘\ IA\./\’\ N

€10 V ~ ,
= = SEQUIA
€ s

X LLUVIA
= 6

n D. 616

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Grafica 10. Comparativo de los valores de S.T (%m/m) leche cruda con la norma.
Fuente: Autor

Con relacion a la variable de Solidos Totales, se encuentran tres muestras por debajo del
rango permitido por el Decreto MPS 616/06 en época de verano por la falta de pastos en la
zona, y limitar la alimentacion del ganado con piensos; caso contrario en época de lluvias
gue se mantiene por encima de la norma, teniendo leche cruda de mejor calidad en cuanto a

composicion en dicha época.

4.3. Deteccion de la presencia de la Aflatoxina M1 en leche cruda y leche UAT
comercializada por Freskaleche S.A.S., en Aguachica — Cesar.

4.3.1. Deteccion de la presencia de la Aflatoxina M1 en leche cruda. En la Tabla 28 se
muestra el resultado después de aplicado el test rapido para deteccion de AFM1 con una

sensibilidad de 0,35ug/Kg para leche cruda.
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Tabla 28. Deteccion de AFM1 en leche cruda por inmunoensayo.

Caodigo Deteccidn de Deteccion de AFM1
AFM1 en é’poca de en época de lluvias
sequia
001 Negativo Positivo
002 Positivo Negativo
003 Positivo Positivo
004 Negativo Negativo
005 Negativo Negativo
006 Negativo Negativo
007 Positivo Negativo
008 Negativo Positivo
009 Negativo Negativo
010 Negativo Negativo
011 Negativo Negativo
012 Negativo Negativo
013 Negativo Negativo
014 Positivo Negativo
015 Positivo Negativo
016 Positivo Positivo
017 Negativo Negativo
018 Negativo Negativo
019 Negativo Negativo
020 Negativo Negativo
021 Dudosa Negativo
022 Negativo Negativo
023 Dudosa Negativo
024 Dudosa Positivo
025 Severamente Negativo
positivo
026 Dudosa Negativo
027 Positivo Positivo
028 Positivo Negativo
029 Negativo Negativo
030 Negativo Positivo
031 Negativo Negativo
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Codigo Deteccion de Deteccion de AFM1
AFML1 en época de en época de lluvias

sequia

032 Negativo Negativo
033 Negativo Negativo
034 Negativo Negativo
035 Negativo Negativo
036 Negativo Negativo
037 Negativo Negativo
038 Negativo Negativo
039 Negativo Negativo
040 Negativo Positivo

Fuente: Autor

De acuerdo a la Tabla 28 las muestras 002-003-007-014-015-016-025-027-028, presentan
rangos de AFM1 por encima de 0,35 pg/Kg para la época de sequia; pero esta prueba rapida
no especifica si cumple la normativa colombiana, puesto que la Resolucién del MPS 4506/13
habla de 0,5 pg/Kg. Se presentaron resultados dudosos en las muestras 021-023-024-026,
Para la época de lluvias se detectd la presencia de la AFM1 en las muestras
001,003.008,016,025,027,030,040,041.

En la Grafica 11 se comparan los resultados de la determinacion de la AFM1 por método

de inmunoensayo en las épocas de sequia y lluvia.

SEQUIA LLUVIA

i e AFM L eriepoERy Deteccién de AFM1 en época de

sequia A
q lluvia afio 2016.
W Severamente 5 M Severamente
positivo 0% 22% positivo
Positivo Positivo
Dudoso Dudoso
Negativo Negativo

Grafica 11. Comparacion de los resultados cualitativos de AFM1.
Fuente: Autor
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De acuerdo a la Gréfica 11, se comparan los resultados de las muestras de leche cruda
para determinar la presencia de AFM1 con una concentracion superior 350 ppt (0,35 pg/Kg)
donde se muestra que un 68% de los resultados son negativos para AFM1 en época de sequia
frente a un 78% en época de lluvia es decir, menos de 350 ppt (0,35 pg/KQg); a su vez los
resultados positivos fueron en un 20% y 2% severamente positivo en época de sequia frente
a 22% positivos, en época de lluvia; con una diferencia de 10% en época de sequia que no
arrojaron resultados claramente definidos para poder determinar si eran positivos o negativos.
En comparacion con el estudio realizado por Capelli (2014), que utilizando también una
técnica de inmunoensayo obtuvo que en las 18 muestras de leche se encontraron niveles entre
0.005 a 0.08 ug/L de aflatoxina M1, son niveles mucho mas altos, pero es importante

corroborar los resultados con métodos més confiables como la cromatografia.

4.3.2. Deteccion de la presencia de la Aflatoxina M1 en leche en silo y leche UAT
comercializada por Freskaleche S.A.S., en Aguachica — Cesar. A continuacion, en la
Tabla 29 se presentan los resultados después de aplicado el test rapido para deteccién de
AFML1 con una sensibilidad de 0,35ug/Kg para la leche almacenada en silo y leche entera en
bolsa UAT de diferentes presentaciones.

Tabla 29. Muestras de leche en silo y leche entera UAT en la época de sequia y época de
lluvia.

Cadigo _ Deteccion de AFM1 en Deteccion de AFM1 en
Epoca de sequia Epoca de lluvia
041 Negativo Negativo
042 - Negativo
043 - Negativo
044 - Negativo
045 Positivo -
046 Negativo -
047 Negativo -
048 Positivo -
049 Negativo -
050 Negativo -
051 Positivo -
052 Negativo -
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Codigo Deteccion de AFM1 en Deteccion de AFML1 en

Epoca de sequia Epoca de lluvia

053 Negativo -

054 Positivo -

055 - Positivo
056 - Positivo
057 - Positivo
058 - Positivo
059 - Positivo
060 - Positivo
061 - Positivo
062 - Positivo

Fuente: Autor

La muestra de leche cruda tomada del tanque de almacenamiento nimero 7 (silo) para la
época de sequia arrojé como resultado negativo para la presencia de AFML1. De 10 bolsas de
leche entera UAT analizadas en época de sequia, 4 arrojaron resultado positivo para la
presencia de AFM1 con una concentracién superior a 350 ppt ( 0,35 pg/Kg); a diferencia de
la época de lluvia que las muestras de leche cruda y termizada tomadas de los tanques de
almacenamiento 2, 6 y el destinado para leche termizada, todas arrojaron negativo; al
comparar con los resultados obtenidos por este mismo método para determinar la presencia
de la AFM1en las 8 muestras de leche entera empacada en bolsa UAT utilizando esta misma
leche las cuales arrojaron resultados positivos indicando concentraciones superiores 350 ppt

(0,35 ng/Kg), no arrojan un resultado acorde con el obtenido en la leche cruda.

4.4. Estimacion de los niveles de Aflatoxina M1 en leche cruda y leche UAT
comercializada por Freskaleche S.A.S., en Aguachica — Cesar.
(Ver Anexo 6. Informe de resultados de analisis de Aflatoxina M1, mes de mayo y agosto

de 2016 y Anexo 7. Cromatogramas).

4.4.1. Estimacién de los niveles de Aflatoxina M1 en leche cruda. En la Tabla 30 se
muestra el resultado de la cuantificacion de la AFM1 para leches crudas tomadas en los hatos

lecheros por el método de cromatografico HPLC.
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Tabla 30. Cuantificacién de la AFM1 en leche cruda.

Cadigo AFM1 HPLC AFMI1HPLC

: (Hg/kg) (Ha/kg)
Epoca de sequia  Epoca de

lluvia
001 0,1087 N.D
002 0,012 N.D
003 0,0033 0,0172
007 0,0135 0,0065
008 0,0198 0,0086
009 0,0184 0,0079
016 0,0069 N.D
017 0,0091 N.D
025 N.D 0,1
027 0,0596 N.D
028 0,015 N.D
030 0,0117 0,011
040 0,0874 N.D

N.D: No Detectable.
Fuente: Autor

En la muestra 025 en época de sequia no se detectd concentracion alguna de AFM1, siendo
para este mes la muestra de leche cruda con mayor concentracion la 001 con 0,1087 pg/Kg;
la alimentacion del ganado en este hato lechero fue con heno y se identificd Aspergillus

flavus. Pero aun asi sigue cumpliendo con la normativa colombiana 0,5 pg/Kg.

Respecto a la normativa de la Unién Europea 0,05 pg/Kg, no cumplen las muestras 001 y
la muestra 027 donde la leche cruda en el hato para la época de sequia se encontré almacenada
en tanque de enfriamiento y la alimentacion para el ganado fue con ensilado de maiz
empacado en bultos de fibra, y se encontro A. flavus; la muestra de leche cruda 040, el ganado
fue alimentado con la mezcla de pollinaza mas corozo, el cual fue preparado en el mismo
hato lechero, utilizando un molino de martillo para triturar el corozo y luego mezclarlo con
la pollinaza y empacarlo en sacos de fibra los cuales mantenian almacenados en una bodega

que permanecia con las puertas abiertas.

El resto de muestras para la época de sequia, presentaron concentraciones de AFM1, pero
sin superar ninguna de las dos normativas (La normativa colombiana 0,5 pg/Kg y la
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normativa de la Union Europea 0,05 pg/Kg); en los hatos lecheros de las muestras 003, 007,
008, 009, 017, 028, 030, el comdn denominador fue la alimentacion con ensilado de maiz y
la identificacion de A. flavus a excepcion de las muestras 017 donde se identifico A. fumigatus
y la 030 con A. parasiticum. Para la muestra 002 la alimentacion del ganado fue pollinaza
maés palmiste y se identifico A. flavus; para la muestra 016 la alimentacion fue heno y se

identificaron tres especies de Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. fumigatus).

En la época de lluvias no se detectd concentracion alguna de la AFM1 por el método de
cromatografia HPLC en las muestras de leche cruda 001-002-016-017-027-028-040 de los
hatos donde la alimentacion fue exclusiva con pastoreo, no se utilizé ningn suplemento

alimenticio, puesto que los pastos para esta época del afio ya se encontraban verdes.

A pesar de que en la muestra 025 no se detectd la concentracion de AFM1 en la época de
sequia, fue la muestra de leche cruda que mayor concentracion presento en la época de lluvia,
con una concentracién de 0,1 pg/Kg, pero aun asi sigue cumpliendo con la normativa
colombiana 0,5 pg/Kg pero no cumple con la normativa de la Unién Europea 0,05 pg/Kg.
En este hato lechero se caracterizo por seguir alimentando en época de lluvia con palmiste

que almacenaron de la época de sequia mas la técnica de pastoreo.

Al igual que la muestra 003 que aumentd 42% la concentracion de AFM1 de la obtenida
en la época de sequia donde su alimentacion se caracterizO por ensilado de maiz y se
identifico A. flavus en el mismo; con respecto a la época de lluvia donde se administré el

ensilado de maiz restante que estaba empacado en sacos de fibra y se mezclé con pastoreo.

Las muestras de leche cruda 007-008-009-030 en época de lluvias presentaron
concentracion de AFM1 cumpliendo con la normativa colombiana 0,5 pg/Kg y la normativa
de la Unién Europea 0,05 pg/Kg. Cabe resaltar que el ganado fue alimentado con mezclas de

pastoreo més ensilado de maiz almacenado desde el primer trimestre del afio.

Se nota una reduccion considerable de la concentracion de la AFM1 en las muestras de
leche cruda época de sequia a época de lluvia y el consumo de los piensos fue reemplazado

por el pasto fresco.
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Gréfica 12. Comparativo de los resultados de la concentracion de AFM1 en leche cruda en época de lluvia'y

sequia.
Fuente: Autor

En la cuantificacion de las aflatoxinas hay una diferencia marcada en la concentracion en
la época de lluvia con respecto a la época de sequia. Sin embargo, exisitieron casos como en
el hato lechero LA UNION donde la concentracion de la aflatoxina en época de lluvia fue

mayor que muchas en época de sequia.

4.4.2. Estimacion de los niveles de Aflatoxina M1 en muestras en silos y leche UAT
comercializada por Freskaleche S.A.S., en Aguachica — Cesar. En la Tabla 31, se muestra
el resultado de la cuantificacion de AFML1 para la muestra de leche almacenada en tanques
(silos) y la leche entera UAT comercializadas por Freskaleche S.A.S. en Aguachica-Cesar,
por el método de cromatografia HPLC en la época de sequia.

Tabla 31. Cuantificacion de AFM1 en leche en silo y leche entera UAT. Epoca de sequia.

Cadigo AFM1

HPLC
(na/kg)
041 0,0283
045 0,0269
046 0,0369
047 0,0255
048 0,0232
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Caodigo AFM1

HPLC

(hg/kg)
049 0,0312
050 0,038
051 0,0111
052 0,0266
053 0,0494
054 0,0474

Fuente: Autor

En la época de sequia, tanto la muestra tomada del tanque de almacenamiento nimero 7
de leche cruda (041), como las muestras de las bolsas de leche entera UAT, se encuentran
dentro del rango establecido por la Resolucion MPS 4506/13, teniendo el valor mas alto en
producto terminado la muestra 053 con 0,0494 ug/Kg que al aproximarla no cumple con la

normativa de la Union Europea (0,05 pg/Kg) que es mas exigente que la colombiana.

En la Tabla 32, se muestra el resultado de la cuantificacion de AFM1 para las muestras de
leche almacenada en tanques (silos) tanto leche cruda como leche termizada, ademas de la
leche entera UAT comercializadas por Freskaleche S.A.S. en Aguachica-Cesar, por el

método de cromatografia HPLC en la época de lluvia.

Tabla 32. Cuantificacion de AFM1 en leche en silo y leche entera UAT. Epoca de lluvia.

Cadigo AFM1

HPLC

(Hg/kg)
041 0,0039
042 N.D
043 0,0091
044 0,0095
055 0,0117
056 0,0073
057 0,0088
058 0,0079
059 0,0089
060 0,004
061 N.D
062 0,0087

N.D.: No detectable Fuente: Autor
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En la época de lluvia, tanto la muestra de silo de leche cruda y leche termizada, como las
bolsas de leche entera UAT, se encuentran dentro del rango de la norma segun la
Resolucion MPS 4506/13, teniendo el valor mas alto en producto terminado la
muestra 055 con 0,0117 pg/Kg pero alcanza a cumplir la normativa de la Unidn
Europea 0,05 pg/Kg. Cabe resaltar que no se detectd presencia de AFM1 en las
muestras 042 que pertenece al tanque de almacenamiento nimero 2 de leche cruda,
lo que reduce el peligro de tener presencia en el producto terminado; y tampoco en la

muestra de leche entera UAT 061.
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L
©
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# 7 LECHE CRUDA
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W #7 LECHE CRUDA m# 2 LECHE CRUDA m# 6 LECHE CRUDA & LECHE TERMIZADA

Gréafica 13. Trazabilidad de las concentraciones de AFM1.
Fuente: Autor

En la Gréafica 13, se observa el comportamiento de las muestras que fueron tomadas de
tanques de almacenamiento donde se mezcl6 la leche de todos los hatos lecheros, y es
evidente que al aplicar un tratamiento térmico leve como es la termizacion, la concentracion

de la AFML1 en la leche no disminuyo.
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Gréfica 14. Comparativo de los resultados de la concentracion de AFM1 en leche UAT.
Fuente: Autor

En la Gréafica 14 se puede observar que no hay diferencias significativas en la
concentracion de la AFML1 en la leche cruda y después de realizarle un tratamiento térmico
severo como lo es el de UAT. Si se observa diferencia en los resultados en las dos épocas del

afio, siendo la concentracion mayor en época de sequia, pero continua cumpliendo con la

norma.

En la Tabla 33, se presentan los intervalos de los niveles de AFM1 para las muestras tanto

de leche cruda como de leche entera UAT, comparados con la normativa tanto colombiana

como de la Unién Europea. (Ver anexo 8. t-student).

Tabla 33. Niveles de AFM1 para las muestras de leche cruda y leche entera UAT
FRESKALECHE S.A.S comercializada en Aguachica —Cesar. Epoca de sequia y época de

lluvia 2016.
Resolucion MPS Union
Muestras Intervalo de AFM1 4506/13 Europea
: Ha/kg Ha/kg
Epoca de sequia 0,0143 < u<0,0435 0,5 0,05
leche cruda
Epoca de lluvia 0,00045 < n < 0,01995 0,5 0,05
leche cruda
Epoca de sequia 0,02488 < u < 0,03832 0,5 0,05

leche uat
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Epoca de lluvia 0,00475 < n <0,009571 0,5 0,05
leche uat

Fuente: Autor

Con un 95% de confianza, se asegura que la concentracién de AFM1 promedio para época
de sequia en leche cruda esta entre 0,0143 < u < 0,0435 pg/Kg, con lo cual se garantiza que
las muestras tomadas en esta época estan cumpliendo con la normativa colombiana vigente

como la europea. Igualmente, se hizo para las demas muestras.

Al comparar los resultados obtenidos respecto a la concentracion de la AFM1en leche
cruda se tiene que, a diferencia del estudio realizado para leche cruda en Croacia, por
Bilandzic et al., (2010), donde encontraron que la concentracion fue estadisticamente mas
alta entre enero y abril (0,036 a 0,059 pug/L), correspondiente al invierno y primavera, que
entre Junio y Septiembre (0.012 a 0.015 pg/L), correspondiendo al verano y al otofio. En la
region del Sur del Cesar, los resultados de las muestras en época de sequia para la
concentracion de la AFM1 son superiores (0,0143 a 0,0435 pg/Kg) y en la época de lluvia
son muy inferiores (0,00045 a 0,01995 pg/Kg).

A diferencia del estudio realizado en la China, por Xiong et al., (2013), donde encontraron
que la concentracion de AFML1 en leche fue significativamente mayor durante el invierno
(0,123 pg/Kg). Esto indico que la leche cruda recogida durante el invierno es de alto riesgo
para AFM1 y que deben considerarse factores estacionales para la gestion de las aflatoxinas
en el pienso y la leche. En las muestras de leche cruda de este estudio, el 88,5% cumplié con

la normativa propuesta por la Union Europea (0.05 ug/Kg).

En cuanto a los resultados obtenidos para la concentracion de AFM1 en leche entera UAT
en las dos épocas del afio, a pesar de ser mayor en la época de sequia (0,02488 a 0,03832
ng/Kg) que la época de lluvia (0,00475 a 0,009571 ng/Kg) se cumple con la normativa
propuesta por la Union Europea (0.05 pug/Kg) en un 90,9% a diferencia del estudio realizado
en la ciudad de México y Texcoco por Pérez et al., (2008), donde el 59% de las muestras
presentaron niveles de aflatoxina M1 y todos los casos se encontraron por encima del limite
maximo (0.05 pg/Kg) siendo la media de 16,1 pug/Kg para leche ultrapasteurizada.

Asimismo, los resultados de los niveles de AFM1 para la leche entera UAT de Freskaleche

S.A.S. comercializada en Aguachica, Cesar, se encuentran muy por debajo de lo revelado en
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el estudio realizado por De Oliveira & Ferreira (2013), donde analizaron la presencia de
AFM1 en 75 muestras de leche (UHT) comercializada en Minas Gerais, Brasil donde los
resultados mostraron que 30,7% de las muestras tenian niveles entre 1 a 4.1 pg/Kg AFM1
encontrandose por encima del limite de tolerancia para la AFM1 en la leche, aprobado por

las regulaciones brasilefias y convirtiéndose en un riesgo para la salud del consumidor.

En Colombia, son pocos los estudios realizados para determinar los niveles de AFM1 en
la leche comercializada, pero al comparar el estudio realizado por Diaz et al., ( 2006), donde
se realizd la evaluacion de la presencia de AFM1 en muestras de leches para consumo
humano en la ciudad de Bogotd por un periodo de dos afios y arrojé como resultado la
prevalencia de niveles detectables de AFM1 durante el primer y segundo afio: 69.2% vy
79.4%, respectivamente, lo que sugiere que se presenta una mayor contaminacion en la
Sabana de Bogota que en la region del Sur de Cesar, y esto puede deberse a consumo de

alimentos contaminados con AFB1 por parte los bovinos en esta zona del pais.

A diferencia de los resultados obtenidos por Zambrano & Martinez (2009), donde
encontraron que el tratamiento térmico mas efectivo en la reduccion de AFM1 es la
ultrapasteurizacion (138 — 142°C/15 seg), en el presente estudio no se encontré diferencia
significativa entre la concentracion de AFML1 de las muestras de leche cruda respecto a las
muestras de leche entera UAT. Pero si coincide con OMS (1983), donde afirman que las
aflatoxinas no se rompen con la ultrapasteurizacion, coccion, freido o hervido, fermentacion,
ni nixtamalizacion, pero se pueden destruir si se calientan en autoclave con amonio o
hipoclorito de sodio. Actlian en trazas de millonésimas de gramo (microgramos por

kilogramo = pg kg*) o menos

La deteccion de la AFM1 para la leche cruda se realiz6 utilizando dos métodos diferentes,
donde se pudo observar como lo muestra la Tabla 34, que no coinciden los resultados de
ambos métodos en las muestras 002-003-007-016-027-028, donde arrojé la prueba de
inmunoensayo positivo con sensibilidad de > 0,35 pg/Kg, pero al realizar la cromatografia
con HPLC los valores estan por debajo de este valor. Asimismo, la muestra 025 arroja un
resultado severamente positivo con el método de inmunoensayo cuando por cromatografia

HPLC no se detectd presencia de la AFM1. La muestra 041 se reportd como dudosa en el
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método de inmunoensayo puesto que no se logré diferenciar si habia presencia o no, por no

evidenciar ninguna de las dos opciones como indicaban las instrucciones del test.

En la Tabla 34 se presenta el comparativo de los resultados de AFML1 de la leche cruda

muestreada en la época de sequia por ambos métodos.

Tabla 34. Comparativo Resultados de AFM1 en la leche cruda con Método
Cromatogréafico — Método Inmunoensayo en época de sequia.

Muestra Hato lechero HPLC Inmunoensayo
(Hg/Kg)
001 Cambulos 0,1087 Negativo
002 La Chinita 0,0128 Positivo
003 San Francisco 0,0033 Positivo
007 LaFortuna 0,0135 Positivo
008 Alejandria 0,0198 Negativo
009 LaEsperanza 0,0184 Negativo
016 La Margarita 0,0069 Positivo
017 LaPrimavera 0,0091 Negativo
025 La Union ND Severamente
Positivo
027 Santa Helena 0,015 Positivo
028 San Daniel 0,0117 Positivo
030 LaAlegria 0,0874 Negativo
040 LaEsmeralda 0,0394 Negativo
041 Tanque De Alm. 7. 0,0283 Dudoso

Positivo: AFM1> 0,35 pg/Kg; Negativo: AFM1< 0,35 pg/Kg ND: No Detectable.

Dudoso: No se define claramente si es positivo o negativo.
Fuente: Autor

Asimismo se realizo para la época de lluvia como lo indica la Tabla 35, donde se pudo
observar que no coinciden los resultados de los dos métodos en las muestras
001,003,008,016,025,027,030,040,041, donde arrojo la prueba de inmunoensayo positivo
con sensibilidad de > 0,35 pg/Kg, pero al realizar la cromatografia con HPLC los valores
estan por debajo de este valor.

En la Tabla 35 se presenta el comparativo de los resultados de AFML1 de la leche cruda

muestreada en la época de lluvia por los métodos aplicados.
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Tabla 35. Resultados de AFM1 en la leche cruda con Método Cromatografico — Método
Inmunoensayo en época de lluvia.

Muestra Hato lechero HPLC Inmunoensayo
(ng/Lt)
001 Cambulos N.D Positivo
002 La Chinita N.D Negativo
003 San Francisco 0,0172 Positivo
007 LaFortuna 0,0065 Negativo
008 Alejandria 0,0086 Positivo
009 LaEsperanza 0,0079 Negativo
016 La Margarita N.D Positivo
017 LaPrimavera N.D Negativo
025 La Unidn 0,1 Positivo
027 Santa Helena N.D Positivo
028 San Daniel N.D Negativo
030 LaAlegria 0,011 Positivo
040 La Esmeralda N.D Positivo
041 Tanque de alm. 7. 0,0039 Positivo

Positivo: AFM1> 0,35 ug/Kg; Negativo: AFM1< 0,35 ug/Kg ND: No Detectable.

Dudoso: No se define claramente si es positivo 0 negativo.
Fuente: Autor
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Conclusiones

El manejo y almacenamiento inadecuado de los piensos, por parte de los proveedores pudo
permitir el crecimiento del género Aspergillus, teniendo en cuenta que los factores

extrinsecos de la zona favorecen el desarrollo del mismo.

La evaluacion de los piensos en los diferentes hatos lecheros muestreados de los
proveedores de leche cruda de Freskaleche S.A.S, permitio conocer que las especies que se
encuentran mas comdnmente del género Aspergillus son: A. flavus (45%), A. parasiticum
(2,5%), A. restrictus (2,5%), A. fumigatus (7,5%), A. niger (20%), A. candidus (5%).

La calidad higiénica esta relacionada con el contenido microbiano de la leche cruda
utilizada en la elaboracion de la leche entera UAT comercializada por Freskaleche S.A.S, la
cual incide en la vida til de la misma; los resultados de los analisis microbioldgicos indican
que un 92,5% de las muestras analizadas en la época de sequia, cumplen con los pardmetros
microbioldgicos estipulados por el Decreto del Ministerio de Proteccion 1880/11 y la Norma
Técnica Colombiana 399, 2002-10-30; a diferencia de la época de lluvia, que solo alcanza el
77,5% de cumplimiento en las muestras analizadas respecto a la norma. Esto se pudo
presentar porque en la época de lluvia aumentan en los hatos lecheros el riesgo de los
contaminantes y las vacas se exponen a contaminacion ambiental (barro, estiércol, charcos)

antes y durante el ordefio.

Se encontr6 que las muestras de leche cruda analizadas de los hatos lecheros de los
proveedores de Freskaleche S.A.S. en Aguachica- Cesar cumplen con los pardmetros
fisicoquimicos establecidos por el Decreto del Ministerio de Proteccién 616 de 2006 en
cuanto a densidad, grasa, proteina, solidos no grasos y solidos totales, la calidad
composicional de la leche cruda varié en la época de sequia por la escases de alimentacion

para el ganado, ademas de las altas temperaturas que afectan el estado de salud.

De acuerdo a los resultados obtenidos con el método de inmunoensayo para determinar la

presencia de la AFML1 en las muestras de leche cruda, leche almacenada en silos y finalmente
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la leche UAT, al analizar la trazabilidad de los mismos, no se logré tener una certera

confiabilidad de los datos, puesto que no concuerdan de forma Idgica entre si.

Es importante tener en cuenta que el Kit utilizado tenia una sensibilidad de 0,35 pug/Kg, y
deberia determinar el cumplimiento de la legislacion colombiana vigente (Resolucion del
Ministerio de Proteccion 4506/13 0,5 pg/Kg). Este método tiene como desventajas la
aparicion de reacciones cruzadas con micotoxinas del mismo grupo o las interferencias con

la matriz; errores en el momento de la lectura por ser un método subjetivo.

Al realizar la cuantificacion de la AFM1 en la leche cruda, leche en silos y leche entera
UAT en las muestras analizadas en el presente proyecto, se pudo determinar que la totalidad
cumplen con la normativa legal vigente, Resolucion del Ministerio de Proteccion 4506/13
0,5 Mg/Kg. Su presencia no es significativa, sin embargo, por ser un potente

hepatocarcindgeno no se debe descuidar su estudio ya que afecta la poblacion infantil.

En la época de sequia se presentd para la leche cruda un rango de 0,0143 a 0,0435 ug/Kg
para la AFML1, pero el 23% no cumple con los valores permitidos para la exportacion a la
Comunidad Econdémica Europea (0.05 pg/L). Cabe resaltar que los valores son mas altos al
compararlos con los resultados de la época de lluvias. Esto se debe al incremento en el
suministro de alimentos para el ganado como ensilados de maiz, heno y palmiste
contaminados con A. flavus y A. fumigatus que se evidenciaron en el presente estudio y
pudieron llegar a producir la aflatoxina B1 en los piensos para luego ser transformada en
AFM1.

Para las muestras de leche en silos y leche entera UAT tomadas en la época de sequia, el
rango estuvo 0,02488 a 0,03832 ug/Kg para la AFML1, solo 1 de las 11 muestras analizadas
no cumple con los valores permitidos para la exportacion a la Comunidad Econdmica
Europea (0.05 pg/L). Pero superior a los obtenidos en época de lluvia, 0,00475 a 0,009571
Hg/Kg para la AFM1. Esta disminucion en los niveles se pudo presentar debido al cambio de
alimentacion por la época, utilizando la técnica de pastoreo en la mayoria de los casos, que

disminuye el riesgo de contaminacién por la alimentacion.

Los resultados indican que, a pesar de que se detectd contaminacién por AFM1 en la

mayoria de las muestras analizadas, los niveles fueron inferiores al limite maximo permitido
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por la Resolucion del Ministerio de Proteccion 4506/13 (0,5 pg/Kg). Indicando que la leche
entera UAT de la empresa Freskaleche S.A.S comercializada en Aguachica, Cesar es apta

para el consumo humano.

154



Recomendaciones

La alimentacion del ganado lechero se debe fundamentar en una fuente de forraje, que le
asegure al animal una dieta sana para el correcto funcionamiento de su sistema digestivo,
pero es importante tomar medidas preventivas en la elaboracion de ensilados para evitar el

incremento de hongos aflatoxigénicos.

Para garantizar unos forrajes adecuados (con buena mineralizacién de la planta) durante
todo el afio, se debe incentivar al ganadero de la zona con proyectos como el mejoramiento
de la actividad microbioldgica del suelo, donde se logre una simbiosis entre el animal-suelo-
planta y asi disminuir el riesgo de la produccion de AFB1 en el ganado y garantizar la

productividad sin importar la época del afo.

Es importante realizar un seguimiento sistematico de la contaminacién de la leche y sus
productos, para asegurar que los niveles de AFM1 no excedan los LMR establecidos por la

normatividad vigente.

Al ser el primer estudio realizado en la zona del Sur del Cesar a cerca de la cuantificacion
de AFML1 en la leche, es importante continuarlos para controlar dicho riesgo, ya que es una
region de Colombia que sobresale por su ganaderia lechera y distribuye a las demés zonas

del pais.

Reemplazar la técnica de kit de prueba rapida para determinar la presencia de AFML1, por
el analisis en un laboratorio acreditado con el método de columna de inmunoafinidad y
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplado a un detector de fluorescencia; para

garantizar la confiabilidad en los resultados.

La empresa Freskaleche S.A.S. se encuentra habilitada para la exportancion de sus
productos a paises como Rusia, México, Cuba, Canada, por lo tanto, es indispensable cumplir
con la normativa de todos estos paises, y dentro de ellos se encuentra cumplir con la
concentracion permisible de la AFM1. Por lo tanto, es importante seguir realizando
seguimientos con el fin de disminuir las concentraciones de AFM1 encontradas en este

estudio.
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ANexos

Anexo 1. Analisis microbiol6gicos de piensos.

")

Fuente: Auto
Anexo 2. Prueba rapida de inmunoensayo para determinar AFM1.
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Fuente: Autor.

Anexo 3. Resultados de la prueba de inmunoensayo para determinar AFM1.
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Fuente: Autor.

Anexo 4. Cuantificacion de AFM1 por cromtografia HPLC.
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Calentamiento de muestras. Centrifugado

Descremado de las muestras.

Etapa de acondicionamiento. Etapa de elucion.
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Muestras listas para pasar por Cromatografo HPLC
cromatografo.

Fuente: Autor.
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Anexo 5. Resultados de ANOVA.

RESULTADOS DE ANOVA PARA LAS SIGUIENTES VARIABLES
FISICOQUIMICAS
pH:
One-Way AOV for PH by EPOCA
Source DF SSs MS F P
EPOCA 1 0,01013 0,01013 7,07 0,0095

Error 78 0,11175 0,00143
Total 79 0,12188

Grand Mean 6,7813 CV 0,56
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 9,21 0,0033
O'Brien's Test 8,97 0,0037

Brown and Forsythe Test 7,07 0,0095

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

EPOCA 1,0 7,07 0,0100

Error 62,2

Component of variance for between groups 2,173E-04
Effective cell size 40,0

EPOCA Mean

LLUVIA 6,7700

SEQUIA 6,7925

Observations per Mean 40

Standard Error of a Mean 5,985E-03

Std Error (Diff of 2 Means) 8,464E-03

Statistix 10,0 (30-day Trial) PH COMPARATIVO DE EP...; 23/04/2017;
2:42:30 p. m.

Descriptive Statistics

Variable N Mean SD Minimum Median Maximum
PH 80 6,7813 0,0393 6,7000 6,8000 6,8000
DENSIDAD:

One-Way AOV for DENSIDAD by EPOCA

Source DF SS MS F P
EPOCA 1 3,200E-06 3,200E-06 3,98 0,0496
Error 78 6,275E-05 8,045E-07

Total 79 6,595E-05

Grand Mean 1,0322 CV 0,09
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2:

Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1,03 0,3134
O'Brien's Test 1,00 0,3197
Brown and Forsythe Test 0,08 0,7744

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

EPOCA 1,0 3,98 0,0497

Error 75,6

Component of variance for between groups 5, 989E-08
Effective cell size 40,0

EPOCA Mean

LLUVIA 1,0324

SEQUIA 11,0320

Observations per Mean 40

Standard Error of a Mean 1,418E-04

Std Error (Diff of 2 Means) 2,000E-04

Statistix 10,0 (30-day Trial) DENSIDAD COMPARATIVO...; 23/04/2017;
41:50 p. m.

Descriptive Statistics of DENSIDAD by EPOCA

EPOCA N Mean SD Minimum Median Maximum
LLUVIA 40 1,0324 8,130E-04 1,0300 1,0330 1,0330
SEQUIA 40 1,0320 9,737E-04 1,0300 1,0320 1,0340
GRASA:

One-Way AOV for GRASA by EPOCA

Source DF SS MS F P
EPOCA 1 2,4117 2,41165 8,14 0,0055
Error 78 23,1177 0,29638

Total 79 25,5294

Grand Mean 3,8166 CV 14,26
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1,21 0,2753
O'Brien's Test 1,18 0,2816

Brown and Forsythe Test 2,39 0,1265

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

EPOCA 1,0 8,14 0,0056

Error 75,3

Component of variance for between groups 0,05288
Effective cell size 40,0

EPOCA Mean

LLUVIA 3,9902

SEQUIA 3,6430

Observations per Mean 40
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Standard Error of a Mean 0,0861
Std Error (Diff of 2 Means) 0,1217

Statistix 10,0 (30-day Trial) GRASA COMPARATIVA EP...; 23/04/2017;
:41:11 p. m.

Descriptive Statistics of GRASA by EPOCA

EPOCA N Mean SD Minimum Median Maximum
LLUVIA 40 3,9902 0,4896 2,4200 3,9700 5,3500
SEQUIA 40 3,6430 0,5941 2,2900 3,6350 4,7400
SNG:

One-Way AOV for SNG by EPOCA

Source DF SS MS F P
EPOCA 1 0,15845 0,15845 1,82 0,1857
Error 39 3,40464 0,08730

Total 40 3,56309

Grand Mean 8,4568 CV 3,49
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 0,15 0,6978
O'Brien's Test M M

Brown and Forsythe Test 0,84 0,3648

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
EPOCA 0,0 M M
Error M

Component of variance for between groups 0,03601

Effective cell size 2,0

EPOCA N Mean SE

LLUVIA 1 8,8500 0,29558

SEQuia 40 8,4470 0,0467

Descriptive Statistics of SNG by EPOCA

EPOCA N Mean SD Minimum Median Maximum
LLUVIA 1 88,8500 M 8,8500 8,8500 8,8500
SEQUIA 40 8,4470 0,2955 7,2900 8,4900 8,8900
PROTEINA:

One-Way AOV for PROTEINA by EPOCA

Source DF SS MS F P
EPOCA 1 2,08981 2,08981 47,60 0,0000
Error 78 3,42414 0,04390

Total 79 5,51395

Grand Mean 3,3114 Cv 6,33

Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1,75 0,1894
O'Brien's Test 1,71 0,1951



Brown and Forsythe Test 1,59 0,2109

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P
EPOCA 1,0 47,60 0,0000
Error 69,3

Component of variance for between groups 0,05115
Effective cell size 40,0

EPOCA Mean
LLUVIA 3,4730
SEQUIA 3,1498

Observations per Mean 40
Standard Error of a Mean 0,0331
Std Error (Diff of 2 Means) 0,0469
Statistix 10,0 (30-day Trial) PROTEINA COMPARATIVA...; 23/04/2017;

2:40:25 p. m.

Descriptive Statistics of PROTEINA by EPOCA

EPOCA N Mean SD Minimum Median Maximum
LLUVIA 40 3,4730 0,2438 2,6400 3,4650 4,2100
SEQUIA 40 3,1498 0,1683 2,6700 3,1800 3,4800
S.T:

One-Way AOV for ST by EPOCA

Source DF SS MS F P

EPOCA 1 0,0647 0,06469 0,12 0,7283

Error 39 20,6099 0,52846
Total 40 20,6746

Grand Mean 12,099 cCv 6,01
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 0,29 0,5924
O'Brien's Test M M

Brown and Forsythe Test 1,13 0,2940

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
EPOCA 0,0 M M
Error M

Component of variance for between groups -0,23475

Effective cell size 2,0
EPOCA N Mean SE

LLUVIA 1 12,350 0,7270

SEQUIA 40 12,092 0,1149
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Anexo 6. Informe de resultados de analisis de Aflatoxina M1, mes de mayo y agosto de 2016.

Laboratorio de toxicologia Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota
ANALISIS DE AFLATOXINA M1

Norma: 1SO14501

Fecha de analisis: 2016-05-05

HPLC-espectofluorometria

Limite de deteccién:0,01pg/kg

N° Muestra cantidad AFM1
0302 Leche cruda 250 ml 3.3 ng/L
Finca San Francisco 0,0033 pg/kg
0630B Leche cruda 250 ml N.D
Finca La unién
030C Leche cruda 250 ml 12.8 ng/L
Finca La Chinita 0,0128 ug/ kg
030D Leche cruda 250 ml 11.7ng/L
Finca San Daniel 0,0117 g/ kg
030E Leche cruda 250 ml 15.0 ng/L
Finca Santa Helena 0,015 po/ kg
030F Leche cruda 250 ml 28.3 ng/L
Tangue almacenam 0,0283 pg/ kg
030G Leche cruda 250 ml 39.4 ng/L
Finca La Esmeralda 0,0394 ug/ kg
030H Leche cruda 250 ml 108.7 ng/L
Finca Los Cambulos 0,1087ug/ kg
0301 Leche cruda 250 ml 6.9 ng/L
Finca Margaritas 0,0069ug/ kg
030J Leche cruda 250 ml 59.6 ng/L
Finca Bonanza 0,0596 ug/ kg
030K Leche cruda 250 ml 13.5 ng/L
Finca La Fortuna 0,0135 pg/ kg
030L Leche cruda 250 ml 87.4 ng/L
Finca La Alegria 0,0874 pg/ kg
030M Leche cruda 250 ml 9.1 ng/L
Finca La primavera 0,091ug/ kg
030N Leche cruda 250 ml 18.4ng/L
Finca La Esperanza 0,0184 pg/ kg
030N Leche cruda 250 ml 19.8 ng /L
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030°

030P

030Q

030R

030S

030T

030U

030V

030w

030X

Finca Alejandria

UHT LOTE: R92616136
VENCE: 29/MAY/16

UHT LOTE: R10138 VENCE:

27/MAY/16

UHT LOTE: R10135 VENCE:

27IMAY/16

UHT LOTE: R8135 VENCE:
27IMAY/16

UHT LOTE: R8654 VENCE:
29/ABR/16

UHT LOTE: R8914135
VENCE: 05/JUN/16

UHT LOTE: R01984 VENCE:

11/ABR/16

UHT LOTE: R910163
VENCE: 18/MAR/16

UHT LOTE: R961416134
VENCE: 26/MAY/16

UHT LOTE: R8135 VENCE:
27IMAY/16

1100 ml

400 ml

400 ml

400 ml

900 ml

400 ml

900 ml

900 ml

900 ml

400 ml

0,0198ug/ kg
26.9 ng/L
0,0269ug/ kg
36.9 ng/L
0,0369ug/ kg
25.5ng /L
0,0255ug/ kg
23.2 ng/L
0,0232 g/ kg
31.2 ng/L
0,0312ug/ kg
38.0 ng/L
0,038ug/ kg
11.1 ng/L
0,0111 pg/ kg
26.6 ng/L
0,0266p9/ kg
49.4 ng/L
0,0494ug/ kg
47.4 ng/L
0,0474ug/ kg

OBSERVACIONES:
ng/L = partes por billén

pg/kg = partes por trillon
N.D = No detectable
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Laboratorio de toxicologia Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota
ANALISIS DE AFLATOXINA M1

Norma: 1S0O14501

HPLC-espectofluorometria

Fecha de anélisis: 2016-08-22

Limite de deteccion:0,01ug/kg

N° Muestra cantidad AFM1
INV-0022 Leche cruda 250 ml 3.3 ng/L
Finca San Francisco 0,033 pg/L
INV-002B Leche cruda 250 ml 100 ng/L
Finca La unién 0,100 pg/L
INV-002C Leche cruda 250 ml N.D
Finca La Chinita
INV-002D Leche cruda 250 ml N.D
Finca San Daniel
INV-002E Leche cruda 250 ml N.D
Finca Santa Helena
INV-002F Leche cruda 250 ml N.D
Finca La Esmeralda
INV-002G Leche cruda 250 ml N.D
Finca Los Cambulos
INV-002H Leche cruda 250 ml N.D
Finca Margaritas
INV-0021 Leche termizada 250 ml 9.5 ng/L
Tanque de almacena 0,0095 pg/L
INV-002J Leche cruda 250 ml 6.5 ng/L
Finca La Fortuna 0,0065 pg/L
INV-002K Leche cruda 250 ml 11,0 ng/L
Finca La Alegria 0,011 pg/L
INV-002L Leche cruda 250 ml N.D
Finca La primavera
INV-002M Leche cruda 250 ml 79ng/L
Finca La Esperanza 0,0079 pg/L
INV-002N Leche cruda 250 ml 8.6 ng /L
Finca Alejandria 0,0086p9/L
INV-002K Leche cruda 250 ml 3.9 ng/L
Tanque alm 7 0,0039ug/L
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INV-002°

INV-002P

INV-002Q

INV-002R

INV-002S

INV-002T

INV-002U

INV-002V

INV-002W

INV-002X

Leche cruda
Tanque alm 2
Leche cruda
Tanque alm 6
UHT LOTE: 1426139
VENCE: 09/SEP/16
UHT LOTE: 14166135
VENCE: 18/SEP/16
UHT LOTE: 14165134
VENCE: 19/SEP/16
UHT LOTE: 2166139
VENCE: 20/SEP/16
UHT LOTE:
1451317532VENCE:
23/SEP/16
UHT LOTE: 72146163
VENCE: 22/SEP/16
UHT LOTE: 921614134
VENCE: 17/SEP/16
UHT LOTE: 1416134
VENCE: 18/SEP/16

250 ml

250 ml

400 ml

400 ml

900 ml

900 ml

400 ml

1100 ml

1100 ml

900 ml

N.D

9,1 ng/L
0,0091pg/L
11.7 ng/L
0,0117 pg/L
7.3 ng/L
0,0073pg/L
8.8 ng/L
0,0088pg/L
7.9 ng/L
0,0079 pg/L
8.9 ng/L
0,0089ug/L

4.0ng/L
0,004ug/L
N.D

8,7 ng/L
0,0087ug/L

OBSERVACIONES:

ng/L = partes por billén
pg/kg = partes por trillon
N.D = No detectable
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Anexo 7. Cromatogramas.

Fuente: Autor
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Fuente: Autor.

189



Fuente: Autor.
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Fuente: Autor.
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Fuente: Autor.
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Fuente: Autor
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Anexo 8. Estadistico t-student.

MAYO LECHE CRUDA

Descriptive Statistics

Variable N Mean SD Minimum Median Maximum
AFM1 15 0,0289 0,0321 0,0000 0,0150 0,1087
AGOSTO LECHE CRUDA

Descriptive Statistics

Variable N Mean SD Minimum Median Maximum
AFM1 17 0,0102 0,0237 0,0000 3,900E-03 0,1000
MAYO LECHE UHT

Descriptive Statistics

Variable N Mean SD Minimum Median Maximum
UHT 10 0,0316 0,0116 0,0111 0,0290 0,0494

One-Sample T Test

Null Hypothesis: pn = 0,05

Alternative Hyp: p < 0,05

Variable Mean SE T DF P
UHT 0,0316 3,668E-03 -5,01 9 0,0004
Cases Included 10 Missing Cases 0

AGOSTO LECHE UHT

Descriptive Statistics

Upper

95% C.I. C.I.

Variable N Mean SD Minimum Median
UHT 8 7,162E-03 3,596E-03 0,0000 8,300E-03
One-Sample T Test

Null Hypothesis: p = 0,05

Alternative Hyp: p < 0,05

Variable Mean SE T DF P
UHT 7,162E-03 1,271E-03 -33,69 7 0,0000
Cases Included 8 Missing Cases 0
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0,0383

Maximum
0,0117

Upper
95% C.I. C.I.
9,571E-03



