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RESUMEN

Se realizaron experiencias a fin de determinar los niveles de contaminacién de
alimentos balanceados y materia prima para la elaboracién de raciones para cerdos
con Aflatoxinas y Zearalenona. Se obtuvieron, en un periodo de 3 meses, 11 muestras
de materia prima y 5 muestras de raciones de tipo “Iniciador”. Para la extraccién de las
dos micotoxinas, se utilizé el Método BF modificado con tolueno. La determinacién y la
semi-cuantificacion de las micotoxinas se realizd6 mediante TLC, sembrando los
extractos de las muestras y patrones de concentracion conocida en placas de silica-gel,
gue luego se observaron y confirmaron bajo luz UV. En las raciones, se encontro
Aflatoxinas con un valor medio de 16,8 ppb y de 620 ppb de Zearalenona. El maiz en
grano presento los valores mas altos de contaminacion con ambas micotoxinas. Se
calcularon los promedios para Aflatoxinas en toda la materia prima y se obtuvo un valor
de 18 ppb, y para la Zearalenona de 527 ppb. Si bien los valores promedios de ambas
micotoxinas en las raciones son bajos, se deben controlar en forma periddica las
variaciones que pueden hallarse en la materia prima, para proceder de tal manera de
reducir al minimo la contaminacion de los alimentos elaborados.
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INTRODUCCION

Se estima que cada afno, el 25 % de las cosechas mundiales estan afectadas por
micotoxinas. Estas toxinas de origen fingico son producidas principalmente por los
géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. [1] Las micotoxinas son metabolitos
secundarios producidos por hongos en respuesta a factores de stress que actian sobre
éstos. [2] Rara vez se encuentra en forma aislada un solo tipo de hongo o micotoxina, y
dos 0 mas micotoxinas pueden ejercer un mayor efecto toxico que cada una por
separado, es decir que sus acciones se sinergizan. [3, 4]

La presencia de micotoxinas en granos y raciones, cuyo tipo o estructura quimica
depende del desarrollo de cepas fungicas especificas que esta sujeta a la influencia de
factores ambientales como humedad del sustrato y temperatura ambiente, ademas del
métodos de procesamiento o produccién, almacenamiento y tipo de sustrato. [5]

Entre las micotoxinas que mas afectan a los cerdos en las regiones subtropicales,
prevalecen a)Aflatoxinas, b)Zearalenona, c)Vomitoxina y d)Fumonisinas. Con respecto
a esta dos ultimas, aun no se han realizado estudios en la region Noreste de la
Argentina.
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Las Aflatoxinas, tipo B1, B2, G1 y G2, son producidas principalmente por los hongos
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, que son de distribucion universal, y son
muy frecuentes en las raciones y en el maiz. Casi todas las raciones permiten un
aislamiento en laboratorio de estos hongos, lo que equivale a decir, que practicamente
la totalidad son susceptibles a presentar un crecimiento descontrolado de estos
microorganismos, en caso de presentarse las condiciones adecuadas de humedad. La
temperatura ideal para su crecimiento es de 28°C, pero son microorganismos poco
exigentes en este término, y pueden desarrollarse desde los 18°C hasta los 40°C
aproximadamente. Contando con una temperatura 6ptima y un sustrato adecuado, por
ejemplo maiz, estos hongos necesitan solamente 5 a 7 dias para producir
concentraciones altas de aflatoxinas, si la humedad del producto fuera al menos del 18
%. [6]

Las Aflatoxinas son las micotoxinas de mayor influencia en la performance porcina. El
efecto del consumo de raciones contaminadas en éste aspecto, depende de la edad y
la salud del animal, los niveles de concentracion de toxina en el alimento, y el periodo
de ingesta del mismo. Los cerdos jovenes son los mas afectados. Bajos niveles de
Aflatoxinas (20 a 200 ppb), ejercen acciones inmunosupresoras, tornando al animal
mas susceptible a las infecciones y reduciendo la ganancia de peso, afectando la
conversion alimenticia; cuando la exposicion es prolongada, puede presentarse cancer,
dafo hepatico e ictericia. Altos niveles de contaminacion (1000 a 2000 ppb), producen
aflatoxicosis aguda, provocando la muerte del animal en pocas horas, con dafio
hepatico evidente y hemorragias. (Ver tabla 1). [7] En la leche de las cerdas se puede
encontrar Aflatoxina M1, cuando consumen raciones medianamente contaminadas, y
esto puede producir disminucion del desarrollo y mortandad en los lechones.

Otra toxina muy comun en las raciones para cerdos es la Zearalenona, producida,
principalmente, por Fusarium graminearum, pero otras especies también la pueden
producir: F. sporotrichioides F. roseum y F. culmorum. Esta micotoxina tiene efectos
similares a la hormona femenina estrogeno y puede inducir a la feminizacion aun
cuando se encuentre en bajas concentraciones. Estas especies poseen caracteristicas
peculiares de exigencia en lo que respecta a la temperatura de desarrollo, necesitando
de 24°C a 28°C para un crecimiento optimo, pero de 14°C a 17°C para la sintesis de
Zearalenona. Esto hace que la toxina aparezca en los alimentos susceptibles en los
periodos frios en que hay oscilacién de la temperatura, como ser la fase entre otofio e
invierno y en cuando se presentan temperaturas mas calidas en el invierno. Cuando los
indicies de humedad son adecuados, el hongo crece abundantemente en la semana de
calor y en la semana siguiente, cuando disminuye la temperatura, comienza a sintetizar
la toxina, contaminando el alimento. [6] Altas concentraciones interfieren con la
ovulacion, concepcion, implantacién y desarrollo fetal. En los no-natos, puede aumentar
el namero de abortos y fetos mortinatos, los lechones nacidos pueden presentar baja
probabilidad de sobrevivencia o vulva hinchada. [8] Las hembras jovenes son las mas
sensibles: concentraciones bajas pueden conducir a un pseudoestro y prolapso rectal o
vaginal. Cuando las hembras pre-puberes consumen raciones contaminadas con
Zearalenona presentan la vulva hinchada y enrojecida, con un pico evidente luego de
las seis semanas del comienzo de la ingesta, y esto causa un alto indice de prolapso



vaginal. En los jovenes reproductores puede producirse disminucion de la libido, y
disminucion del tamafio testicular, pero no hay consecuencias evidentes de intoxicacion
en los reproductores adultos, ain en concentraciones altas. [9] En los capones, que
consumen alimento para terminacién, las concentraciones altas afectan muy poco la
conversion alimentaria.

Algunos paises, como ser Brasil, y la Union Europea, tienen especificaciones acerca de
los niveles maximos recomendados de Aflatoxinas y Zearalenona, para las materias
primas destinadas a la elaboracién de alimentos balanceados, y raciones completas
para cerdos. [10] (Ver tabla 1)

Tabla 1: Niveles establecidos por la Union Europea, de concentraciébn maxima de
micotoxinas
presentes en raciones y materia prima para ganado porcino.

Niveles de Aflatoxinas y Zearalenona aceptados para materia prima destinada a la
elaboracion de raciones

Aflatoxinas 50 pph

Zearalenona L1000 ppl

Niveles de Aflatoxinas ¥ Zearalenona aceptados en raciones pava cerdos

Aflatoxinas 20 pph

Zearalenona S00 ppls

El objetivo de este estudio es determinar los niveles de contaminacion por Aflatoxinas y
Zearalenona en muestras de materia prima destinada a la manufactura de alimentos
balanceados para cerdos y raciones de tipo Iniciador que se elaboran y consumen en la
provincia de Misiones, debido a las caracteristicas climaticas que favorecen el
desarrollo de los géneros fungicos potencialmente micotoxigénicos y la produccion de
toxinas por los mismos en esta region de la Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

La obtencion de la muestra se resolvié con el método propuesto por GIPSA-USDA
(Grain Inspection, Packers and Stockyards Administration — United Estates Department
of Agriculture) [11], tomando las muestras en distintos puntos de los silos, utilizandose
para ello una sonda de profundidad, lograndose una muestra global de 5 kg, que por
cuarteo se redujo a 500 g, que fue lo recibido en el laboratorio. Cada muestra de
materia prima correspondié a un nuevo lote adquirido por la empresa fabricante de las
raciones, provenientes de distintos puntos del pais, durante un periodo de 3 meses, en
total fueron 11: 7 de maiz en grano (MG), 2 de pellets de soja (PS), 1 de afrechillo de
trigo (TA) y una de soja desactivada (SD).



Las muestras de alimentos, en total 5, correspondieron una a cada nuevo lote de
raciones de tipo “Iniciador”, elaborado con la materia prima analizada.

Extraccién y andlisis de las micotoxinas:

Se procedi6 a la extraccion de las Aflatoxinas y Zearalenona, utilizando el método BF
modificado con tolueno. [12, 13]. Cada muestra recibida en el laboratorio, se moli6 con
un molino de martillos hasta alcanzar una granulometria de 20 mesh, luego se tomaron
50 g del material molido y se mezclaron, en un vaso de precipitado de 500 mL, con 250
mL de una solucion metanol-agua (55:45), 100 mL de hexano y 4 g de cloruro de sodio,
sometiéndose a agitacién con un agitador de paletas durante 10 minutos; una vez
cumplido el tiempo, se procedi6 a filtrar con un embudo y papel de filtro; se separaron
las dos fases, y se recogieron 25 mL de la fase acuosa, que se coloc6 en una ampolla
de decantacion, donde se realizaron dos extracciones sucesivas con 25y 12 mL de
tolueno respectivamente, y se recogio la fase organica en un vaso de precipitado,
pasando a traves de un lecho de sulfato de sodio anhidro, se coloco la fase del tolueno
en un balon y se llevé a sequedad en un evaporador rotatorio a 80°C. El residuo seco
se resuspendio en 200 ?l de benceno-acetonitrilo (98:2) y se sembro 10 ?| en una placa
de silica gel 60 con base de aluminio. También se sembraron patrones de Aflatoxina B1
y Zearalenona de concentracion conocida, y se desarrollo la Cromatografia en Placa
Delgada (TLC), utilizando cloroformo-acetona (90:10) como solvente de corrida. Una
vez retirada la placa de la cuba, se dejé secar y se procedio a observarla bajo una
lampara de luz UV.

Identificacion de los analitos:

La identificacion de las micotoxinas se efectué comparando el Rf de los patrones con
las muestras bajo la luz UV. La Aflatoxina B1 aparece con fluorescencia azul vista con
UV onda larga con un Rf de 0,3, la Zearalenona aparece con fluorescencia verde vista
con UV onda corta, con un Rf de 0,5. Para la confirmacién, se agrego6 acido sulfarico al
30 % sobre los spot sospechosos de Aflatoxina B1, la fluorescencia vir6 del azul al
amarillo. Para confirmar la Zearalenona, se agreg0, con una pipeta, a las manchas
sospechosas, una solucion de cloruro de aluminio en etanol, y se examiné la placa con
UV onda larga, la Zearalenona aparecio con fluorescencia azul. [12]

Cuantificacion de los niveles de micotoxinas presentes en las muestras:
Se comparo la intensidad de la fluorescencia de la muestra con los patrones y se aplico
la siguiente formula (AOAC) [12]:

Ve o« O o« B

concentracion foxina (ue ke )=
Vip = P

Vs: ul de estandar igual al desconocido.

Cs: concentracion de estandar en pg / mL.

Vf: volumen en pl de la disolucion final del extracto.
Vm: pl del extracto cuya fluorescencia coincide con Vs.
P: gramos de la muestra original en el extracto final.



De esta forma se obtuvieron los resultados de concentracion de Aflatoxina B1 'y
Zearalenona expresados en partes por billon (ppb = pg/kg)

RESULTADOS Y DISCUSION

Contaminacion de la materia prima

Los niveles de contaminacion encontrados en los distintos tipos de materia prima
utilizados para la elaboracion de las raciones variaron, como era de esperar, segun el
tipo de sustrato.

En la figura 1, se observan los resultados obtenidos para ambas micotoxinas,
expresados en partes por billén (ppb). Se puede observar que la mayor concentracion
de Zearalenona y Aflatoxina B1 se presentaron en las muestras de maiz en grano. Dos
de las muestras de MG presentaron altas concentraciones de Zearalenona, 1200 y
1600 ppb; y en una tercer muestra de MG se registro una concentracion de Aflatoxina
B1 de 96 ppb, también considerada elevada. No se detectaron Aflatoxinas en las
muestras de pellets de soja, afrechillo de trigo y soja desactivada. En TA'y SD tampoco
se determino la presencia de Zearalenona.

Debido a que las raciones para el ganado porcino se formulan utilizando un 75 % de
maiz, esta es la principal materia prima que debe tenerse en cuenta para la vigilancia
de los niveles de micotoxinas. Se calcul6 el promedio para ambas micotoxinas en las
muestras de maiz en grano y se obtuvo un valor de 18 ppb de Aflatoxina B1y 470 ppb
de Zearalenona. (Ver tabla 2)
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Figura 1: Concentracion de Aflatoxina B1, ( eje izquierdo) y Zearalenona (eje derecho)



hallados en la materia prima.

Contaminacion de las raciones

Las raciones elaboradas en un periodo de 3 meses, utilizando los lotes analizados de
materia prima, exhibieron los niveles de contaminacién presentados en la figura 2. (Ver
tabla 2)
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Figura 2: Concentracion Aflatoxina B1, (eje izquierdo) y Zearalenona (eje derecho) en
raciones de tipo “Iniciador”

Se puede observar que en solamente uno de los lotes analizados de las raciones no se
detect6 contaminacion con las micotoxinas analizadas. Una de las muestras presento
niveles considerables de Aflatoxina B1 (30 ppb) y Zearalenona (1600 ppb), y otra
exhibio un nivel elevado de Zearalenona solamente.

Tabla 2: Resultados de los analisis de las muestras de materias primas y raciones
iniciador.



Materia Prima

Muesira ANatoxina B; (pph) Learalenons (pph)

1. MG 0 1]

2. MG 30 400

A MG 18 1]

4. MG 30 L&00

5. MG 0 0

6. MG 96 A0

7. MG 32 S0

Promedio contaminacion Maiz 1% 470

8PS 0 800

9. P8 0 500

10, TA 0 ]

11. 5D Q o

Raciones “ Iniciador”

Muestra Aflatoxina B, (ppb) Zearalenona (ppl)

1 Q 1]

2 13 300

3 1% 0

4 30 1600
IE 18 1200

Promedio contaminacién raciones | 16,8 620
CONCLUSIONES:

Los niveles de contaminacién hallados en general, demostraron que la ocurrencia varia
de lote a lote, tanto de materias primas como de las raciones completas, ademas son
valores que se encuentran por debajo de los recomendados, excepto en unos pocos
casos, si se los considera en forma individual, y si tenemos en cuenta los valores
medios, para los dos casos, éstos se consideran aceptables para ambas micotoxinas,
tanto en el maiz, como en las raciones completas. (Ver Tablas 1y 2).

No podemaos, por lo expresado anteriormente, dejar de considerar la importancia de
haber encontrado micotoxinas en las muestras analizadas, por lo que se sugiere lo
siguiente:

e Examinar en forma periddica las variaciones de los niveles de micotoxinas que
pueden hallarse en la materia prima, para proceder de tal manera de reducir al
minimo la contaminacion de los alimentos elaborados.

« Controlar las raciones, para disminuir las pérdidas econdmicas por los efectos
de las micotoxinas en la produccion porcina, debido a que la contaminacién con
multiples toxinas, produce efectos sinérgicos, aumentando asi el riesgo
productivo.



e Un adecuado manejo de materia prima y raciones, para evitar un aumento en las
concentraciones de micotoxinas en silos y comederos.
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