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RESUMEN
La causa mas frecuente de eliminacién de una vaca de cria de un rodeo es su desgaste

dental, aunque el resto del organismo pueda seguir funcionando sin inconvenientes.
Este desgaste puede llevar a una reduccion en el 50% de la vida Gtil potencial de un
bovino. Las causas que producen desgaste dental y que establecen la variabilidad de
esta caracteristica se pueden clasificar en ambientales y genéticas. Estas ultimas no
fueron puestas en evaluacion en este trabajo.

Dentro de las causas ambientales, la calidad del agua de bebida es un factor muy
relevante en la presentacion del desgaste dental, principalmente debido a la presencia
excesiva de flaor (F). El ion fluoruro (F°) presente en el agua, es una de las tantas
sustancias disueltas en la misma, y es esencial para la salud de los humanos y los
animales. Sus efectos dependen directamente de su concentracion. Asi,
concentraciones superiores a 1,5 ppm resultan peligrosas para el normal desarrollo de
los dientes y los huesos, tanto en humanos como en animales. Los objetivos de este
trabajo fueron: 1) poner a punto la determinacibn micropotenciométrica de F~ en
muestras de suero bovino, material vegetal y agua de bebida. 2) Relacionar el contenido
de F~ en estas muestras con valores de oligoelementos y macroelementos en suero de
animales expuestos a diferentes dosis de F~ en el agua de bebida para detectar algin
patrén de variacion en los valores sanguineos de macro y/u oligominerales que sirviera
de herramienta de deteccién precoz de la fluorosis bovina. Se realizaron muestreos
estacionales de agua de bebida, alimento y suero de 24 animales en 4 establecimientos
agropecuarios del partido de Guamini, Provincia de Buenos Aires. En esta zona el
desgaste dental es una problematica planteada por los productores. La técnica
potenciométrica resulté adecuada para la cuantificacion de F~ en suero, material vegetal
y agua. En el agua de bebida se hallaron valores de F~ en un rango desde menos de
0,5 ppm hasta mas de 2 ppm. En suero se hall6 aumento de los niveles de F-, deficiencia
de cobre, disminucion de la actividad de ceruloplasmina oxidasa (en el Unico muestreo
en que fue posible este andlisis) y no se detecto variacion en los niveles séricos de Ca,
P, Mg y Zn. En pasturas se encontraron deficiencias anuales de Ca, P y Mg ademas de
deficiencias estacionales de Cu. No se evidencié desgaste dental en los animales

involucrados en este trabajo.

Palabras clave: fluoruro, desgaste dental, bovinos, calidad de agua.
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ABSTRACT
In cattle, age is estimated by examining the degree of wear of permanent incisor teeth in

order to aid culling decisions. Although cows are culled due to excessive dental wear,
they are usually still functional. However, productive life is usually reduced to 50% due
to several causes, including premature dental wear. Dental wear can be influenced by
environmental and genetic factors. Among environmental causes, quality of drinkable
water are the main factor associated. Water characteristics is relevant in relation with
dental wear, mainly due to fluorine excess. Fluoride availability is essential to livestock
wellbeing. Concentrations > 1.5mg/L can lead to fluorosis which could be detrimental to
normal dental and bone growth in humans as well in animals. This work aims: 1) set a
potentiometric determination of F~ in bovine serum, drinking water and forage; and 2)
evaluate patrons of variations in blood macro and oligo minerals in relation with F
metabolism in order to use them as an early detection tool for bovine fluorosis. Seasonal
sampling of drinking water, food and serum of 24 animals was carried out in 4 agricultural
establishments in Guamini, Province of Buenos Aires. In this area, dental wear is a
problem raised by the producers. In serum, copper deficiencies, decreased activity of
ceruloplasmin oxidase (in just one sampling) and increases in F~ were found. In the
drinking water, F~ values were found in a range from less than 0.5 ppm to more than 2
ppm. In pastures annual deficiencies of Ca, P and Mg were found in addition to seasonal

deficiencies of Cu. There was not observable dental wear in the animals involved.

Keywords: fluoride, teeth wear, cattle, water quality.



INTRODUCCION

Cada especie tiene un ritmo caracteristico para su envejecimiento biolégico, aunque la
velocidad con que se produce la declinacion funcional varia entre individuos, y de érgano
a organo dentro del mismo individuo. Este fendbmeno explica el hecho que en los
bovinos, las vacas de cria se eliminen del rodeo por su desgaste dental, aunque el resto
del organismo pueda seguir funcionando sin inconvenientes. En los rodeos de cria,
mediante la practica denominada “boqueo”, se clasifican los vientres segun el grado de
desgaste de los dientes incisivos, eliminando del rodeo aquellos animales que presentan
los dientes con tal grado de deterioro que les impide alimentarse adecuadamente
(Martinez et al., 2011). Generalmente ocurre que los vientres descartados mediante el
boqueo todavia se encuentran en buenas condiciones sanitarias y fisiol6gicas para
seguir produciendo. La expectativa de vida de los bovinos es de 18 a 20 afios, pero son
muy pocos los que llegan a ese rango etario. Esta reduccién en el tiempo de “vida util”
puede deberse a varias causas, pero la mas natural y comun es el desgaste dental
prematuro. Este desgaste puede llevar a una reduccién en el 50% de la vida util potencial
de un bovino. En todos los dientes permanentes se comienza a percibir desgaste a partir
de los 5 afos de edad, cuando los animales alcanzan la denominada “tabla dentaria”.
Luego el borde de las piezas dentarias pasa de cortante y convexo, a plano y recto (se
dice que los dientes han “rasado”). El desgaste continia hasta que la cara posterior de
la corona se hace concava y la tabla dentaria aparece de forma cuadrangular, con una
mancha central denominada “estrella dentaria”. La corona continda disminuyendo de
altura y cuando desaparece la parte que contacta con los dientes vecinos, produce la
apariencia de dientes separados. Con el tiempo, el desgaste puede consumir totalmente
la corona, hasta que solamente se observan las estaquillas 6seas (raices), cuya parte
superior redondeada sobresale a causa del retraimiento de la encia. Las causas que
producen desgaste dental y que establecen la variabilidad de esta caracteristica, se
pueden clasificar en ambientales y genéticas. Estas Ultimas no seran puestas en
evaluacion en este trabajo.

Dentro de las causas ambientales, se encuentra en primer lugar la abrasion producida
por el contacto con los alimentos y otros materiales extrafios, y en segundo lugar, la
calidad del agua de bebida. Este ultimo es un factor muy relevante en la presentacion
del desgaste dental, principalmente debido a la presencia excesiva de flaor (F).

El agua quimicamente pura es la combinacion de dos atomos de hidrégeno con uno de
oxigeno. Al estado natural es clara, sin color, ni olor, forma parte de la alimentacién de

los animales y, después del oxigeno, es el componente mas importante e indispensable



para la vida sobre la tierra. Su falta puede producir la muerte rapidamente, mas que la
de cualquier otro nutriente. El agua que consumen los bovinos debe ser limpia, inodora,
incolora e insipida y su pH debe ser cercano a la neutralidad (Cseh, 2003). Entre los
parametros que definen su calidad quimica y toxicoldgica se pueden citar pH, residuo
seco (RS), carbonatos (COs?"), bicarbonatos (HCOs'Y), sulfatos (SO4%), sodio (Na),
calcio (Ca), magnesio (Mg), cloruros (CI), arsénico (As), flaor (F), nitratos (NO3"), nitritos
(NO2"), cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn) (Sager, 2003).

El agua constituye el mayor peso de los animales y de los vegetales. En su forma liquida
o solida, cubre més del 70% del planeta. El 69% del total del agua dulce mundial se usa
para agricultura, el 23% para la industria y el 8% para las necesidades domésticas (FAO,
2017). Desde el punto de vista fisico, el agua actta en el animal como un amortiguador
entre su propia temperatura y el ambiente. Desde el punto de vista nutricional, se
comporta como un solvente universal. Favorece el ablandamiento y fermentacion de los
alimentos, permitiendo su asimilacion y la excreciéon de orina 'y heces.

El agua, si posee la salinidad adecuada, puede hacer una buena contribucién al
consumo de minerales requeridos por el animal, alcanzando valores del orden del 20%
para el Ca, 11% para el Mg, 35% para el Na y 28% para el azufre (S) (Vidarrueta, 2017).
Es el principal constituyente celular, formando parte de mas de la mitad del peso del
animal. Asi, por ejemplo, un 55 % del peso corporal de una oveja es agua, y una vaca
contiene un 60-70% de agua.

Una forma interesante de visualizar este hecho es teniendo en cuenta que al comprar
un kilo de carne, en realidad lo que se adquiere es aproximadamente 700 gramos de
agua y apenas 300 gramos de materias sélidas. Las fuentes naturales de agua para el
ganado son los arroyos, lagos, rios, charcos, lagunas, manantiales y/o pozos, siendo la
de mayor importancia el agua subterranea. La calidad de las distintas fuentes esta
relacionada con la ubicacién geografica y depende mucho de la geologia de la zona

El agua de represas artificiales varia significativamente en su composicién quimica
desde el llenado hasta su vaciado, aun cuando este Ultimo sea parcial. Esta variacion
esta dada por la concentracion y acumulacién de desechos organicos producidos por
los propios animales y de los arrastres en el proceso de llenado (Colacelli, 2012).

El agua proveniente de corrientes superficiales es por lo general dulce, de baja
concentracion de sales totales, pero la misma puede variar de acuerdo a las regiones
gue atraviesa y al volumen de agua que acarrea en las diferentes estaciones del afo.
Existen rios en la Argentina que tienen un nombre comun: Rio Salado, de los cuales hay

varios, en Salta, Santiago del Estero, Chaco, Santa Fe, Neuquén, Buenos Aires,



Mendoza y San Luis. Aunque las aguas de estos rios no son salobres, al infiltrarse hacia
las napas subterrdneas disuelven cloruros y sulfatos que le otorgan alta salinidad al
agua de pozo. Esta caracteristica también se observa en proximidad de otros rios como
el Diamante y Tunuyan en Mendoza y en las lagunas encadenadas de la cuenca del Rio
Salado de Buenos Aires (Bavera, 2006).

En general, los requerimientos de agua por unidad de peso corporal disminuyen con la
edad. Un bovino adulto consume entre un 8-10% de su peso en agua. Una vaca lechera
puede consumir entre 38 y 110 litros de agua por dia y un vacuno para carne de 26 a
66 litros (Sager, 2003). Las hembras prefiadas consumen mas agua que las vacias, y
las lactantes mas que las secas. Las vacas lecheras, son las que mas agua consumen
de todos los bovinos, en proporcién a su tamafio corporal, debido a que tienen grandes
requerimientos de agua para poder mantener su produccioén lactea, ya que entre el 85y
el 87% de la leche, es agua. El ganado lechero tiene una mayor demanda hidrica, la
cual aumenta a medida que crece su nivel de produccién.

Hay diversos factores que influyen sobre la cantidad de agua requerida por los animales,
tales como: raza, edad, estado fisioldgico, temperatura y humedad ambiente, velocidad
del viento, contenido de proteinas e hidratos de carbono de la dieta, ingestion de sales,
etc. Los factores que mas modifican el consumo de agua son la temperatura ambiente
y las caracteristicas del alimento. Al mismo tiempo, el tipo de animal (tamafio, raza,
edad, sexo) hace que se modifiquen los requerimientos de agua por kilogramo de
materia seca consumida. Por ejemplo, si un bovino adulto de raza cebuina consume 2,5
litros, uno de raza britanica necesita 3,5 y un ternero hasta 7 litros por el mismo kilo de
materia seca ingerida (Stritzler y Rabotnikof, 2008).

El ion fluoruro (F) presente en el agua, deriva principalmente de la disolucién natural
de los minerales que conforman las rocas y los suelos, los cuales interactian con el
agua. Es una de las tantas sustancias disueltas presentes en el agua, y es esencial para
la salud de los humanos y los animales. Sus efectos dependen directamente de su
concentracion. Asi, concentraciones superiores a 1,5 ppm resultan peligrosas, tanto en
humanos como en animales, conduciendo a fluorosis severa de dientes y huesos,
ademas de afectar al sistema nervioso y el aparato reproductor (Shupe et al., 1992;
Browne et al., 2005; Long et al., 2009; Barbier et al., 2010; Ulemale et al., 2010; Spittle,
2011; Hufschmid et al., 2015).

Los signos clinicos de la fluorosis pueden no aparecer por varias semanas 0 meses en
animales que estan ingiriendo cantidades de F~ que se consideran toxicas, a menos

gue esas cantidades sean tan grandes que conduzcan a una intoxicacion aguda. La



duracion del periodo de latencia varia con la dieta basal. Durante el periodo de latencia,
el animal se protege con dos mecanismos fisioldgicos: excrecion de F~ en orina y
deposicion en el hueso. La saturacién del hueso se produce cuando la concentracion
alcanza valores de 15.000 a 20.000 ppm de F~ (1,5 a 2 %), esto es, 30 a 40 veces mas
de lo que contiene un hueso normal. Después de esto, se produce una “inundacién” de
F~ a los tejidos blandos, la cual se manifiesta por un desorden metabdlico y luego
mortandad. Una severa anorexia acompafia a las Ultimas etapas de la fluorosis y los
efectos de la subnutricién se superponen a los téxicos del fltor. Durante el periodo de
latencia no necesariamente se produce pérdida de apetito o disminucion lactea
(presentacion subclinica) (Shupe, 1980; Suttie, 1980; Aguado Sanchez et al., 1996;
Mufarrege, 1999; Lucioli et al., 2007; Filappi et al., 2008; Chouhan et al., 2009; Choubisa,
2010 &P; Karademir, 2010; Flueck y Smith-Flueck, 2012; Choubisa, 2014; Comba y
Cinar, 2016; Choubisa, 2017). La alteracién en las concentraciones de acidos grasos
volétiles y la microbiota ruminal son responsables de la disminucién en la ingesta de
alimentos y la pobre conversion de los mismos, de aqui la pérdida progresiva de apetito
y peso corporal (Ranjan y Ranjan, 2015).

En el caso de los animales jovenes, la manifestacién primaria de fluorosis es el moteado
de los dientes (fluorosis dental) y la osteoesclerosis (fluorosis esquelética). También
existen signos de fluorosis en tejidos blandos, como disturbios gastrointestinales,
desérdenes neurolégicos, alteracién de otros parametros sanguineos (selenio (Se), Zn,
Cu, manganeso (Mn), cobalto (Co) y Mg) (Han et al., 2006; Ranjan et al., 2008),
disfunciones reproductivas y efectos teratogénicos. La prevalencia y la severidad de
estos efectos cronicos de la fluorosis estan influenciadas por varios factores como el
contenido de F~ en la dieta, la duracién a la exposicion y la frecuencia de ingesta
(Grunder, 1974; Choubisa et al., 2011; Chhabra et al., 2012; Ekambaram et al., 2013;
Kaur Gill y Kumar Dumka, 2013; Aydin et al., 2014; Chandan Agalli y Bhavsar Shintre,
2016; Do et al., 2016; Palczewska-Komsa et al., 2016). Recientemente, Pramoda et al.
(2017) han reportado efectos inhibitorios del F~ sobre algunas enzimas y/o sistemas
enzimaticos como peroxidasa, pseudo catalasa, catalasa, ureasa, ATPasas y aquellas
involucradas en el sistema antioxidante como la superéxido dismutasa (SOD).

Los rumiantes son mas susceptibles a los efectos del F~ que los herbivoros
monogastricos. Entre los rumiantes, la prevalencia de lesiones dentales y 6seas es
mayor en bufalos y bovinos, siendo el bdfalo de agua (Bubalus bubalis) la especie mas
sensible. Como regla se acepta que los bovinos pueden tolerar hasta 1 mg F / kg PV

durante 5-10 afios, observandose solo pequefias manchas sin desgaste evidente; pero



2 mg F~/ kg PV pueden resultar en un desgaste dental acelerado y signos de fluorosis
esquelética. Existe evidencia (Ranjan y Ranjan, 2015) que las vaquillonas son las que
menos tolerancia tienen al F~ en el agua de bebida y las ovejas, las de mayor tolerancia
(Tabla 1).

Especie animal F~ en alimentos (ppm) | F en agua (ppm)
Vagquillonas (carne y leche) 30 25-4
Vaca lechera adulta 30 3-6

Vaca para carne adulta 40 4-8

Oveja 50 12 -15
Caballo 60 4-8
Cerdos 70 - 100 5-8

Aves de corral 100 10-13

Tabla 1: Tolerancia al F~ (ppm) en diferentes especies animales (Ranjan y Ranjan,
2015).

En Argentina, la mayor parte del agua extraida del subsuelo proviene de sedimentos
finos de origen edlico, producto de la orogenia andina, ricos en vidrios volcanicos y
responsables de los elevados contenidos de F~ (y As) en las aguas superficiales y
subterraneas (Lavado et al., 1983; Herrero et al., 2000; Perez Carrera y Fernandez
Cirelli, 2004; Pérez Carrera et al., 2005; Puche y Rigalli, 2007; Pariani et al., 2014;
Osicka et al., 2015; Moudarzi y Sheljani, 2016; Stewart et al., 2016; Xiajin et al., 2017).
En muchos casos, los animales destinados a la produccion, se encuentran expuestos a
altas concentraciones de F~ en el agua y en los alimentos, generalmente, pasturas que
crecen sobre suelos irrigados por aguas con excesos de F~ (Arnesen, 1997).

Los excesos de F~ en el agua de bebida son una importante causa del desgaste dental
prematuro en terneros en la provincia de Buenos Aires, haciendo que el crecimiento de
las vaquillonas se retrase y que se descarten por dientes antes del primer servicio, lo
que obliga a una reposicion del 20-30%, en lugar de la tasa habitual del 12-15%.
(Mufarrege, 1999). Este desgaste se debe a la defectuosa calcificacion del esmalte
provocada por la fluorosis. En este caso, la hidroxiapatita que da estructura al diente
normal es reemplazada por fluoroapatita, de estructura cristalina mas desordenada y
que da como resultado una pieza dentaria de menor resistencia al desgaste (Bavera,
2006).

En nuestro pais, la distribucién geogréfica del contenido de F~ en aguas destinadas al
consumo de bovinos no se ha investigado exhaustivamente y, en consecuencia, no se
ha podido dimensionar el impacto del exceso de F~ en la produccién. La bibliografia al

respecto es escasa, y con datos relativos a ciertas zonas. Existen datos dispersos que



no abarcan la totalidad de la superficie del pais. Si bien esta centrado en zonas de mayor
densidad de poblacion, se observan elevados niveles de F~ (mas de 3 ppm) en la zona
pampeana. Esta zona abarca gran parte de las provincias de Buenos Aires, La Pampa,
Santa Fe, Cdordoba, y San Luis. Existen reportes de zonas de fluorosis cronica en los
partidos de Tapalqué, Azul y Tandil en la Provincia de Buenos Aires, con casos clinicos
de exostosis, engrosamiento de las articulaciones y desgaste casi total de incisivos y
muelas (con exposicién de la pulpa dentaria) en vacunos de 3 a 5 afios de edad. En
otras zonas del sudeste bonaerense se observaron signos clinicos mas atenuados,
manifestadndose principalmente oscurecimiento de los dientes (Bavera, 2006).

En la actualidad, la medicion del contenido de F~ en agua se hace principalmente por
colorimetria (APHA-AWWA-WPCF, 1992; OMS, 2006). La reaccion implica la formacion
de una laca de alizarina sulfonato de sodio con sales de circonio, la cual es de color
rosado y va decolorandose a medida que aumenta la concentracion de F~ en el medio,
por formacién del complejo hexafluorocirconato (Rigalli et al., 1999; Rigalli y Puche,
2007). Esta reaccion es de aplicacion relativamente sencilla, de bajo costo, pero
presenta el inconveniente de requerir un importante volumen de muestra (50 ml), hay
varios pasos analiticos a realizar y no es de rapida ejecucion. Este método es
ampliamente utilizado en un gran nimero de laboratorios que realizan investigacion
basica, con excelentes resultados en cuanto a reproducibilidad, repetibilidad, precision
y exactitud. Sin embargo, es una metodologia que no resulta completamente adecuada
en aquellos laboratorios que realizan diagndéstico veterinario, donde una caracteristica
fundamental para determinar la aplicabilidad de un método, es la rapidez con que se
puede realizar. En este sentido, la potenciometria aparece como un método rapido y
extremadamente sensible, ya que con un electrodo especifico, se obtienen lecturas de
F~ en agua practicamente sin interferencias y en un tiempo muy breve, del orden de los
segundos. Sin embargo, y al igual que la colorimetria, requiere de grandes volimenes
de muestra para la obtencién de resultados confiables (Ayranci y Duman, 2004;
Tokalioglu et al., 2004; Rigalli y Puche, 2007).

Una alternativa surgida en las Gltimas décadas es la microtécnica potenciométrica, que
posee las ventajas de la potenciometria tradicional, con la caracteristica adicional de
emplear pequefios volimenes de muestra (50 pl) (Rigalli y Puche, 2007).

No obstante, el equipamiento necesario para la utilizacion de esta metodologia no se
encuentra disponible en forma comercial, motivo por el cual debe crearse a medida de
las necesidades de cada laboratorio. En este sentido, el Laboratorio de Biologia Osea,

de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario posee un



prototipo de equipamiento (hardware y software) desarrollado para facilitar la aplicacién
de la microtécnica potenciométrica. Dicho equipamiento fue reproducido para el
Laboratorio de Bioquimica Clinica Veterinaria, del Area de Investigacion en Produccion
Animal perteneciente a la Estacion Experimental Agropecuaria “Domingo Pasquale” del
INTA.

En este contexto, y siendo el agua un recurso imprescindible y de gran impacto en la
produccidon animal, se decidié realizar la puesta a punto de la determinacién de F~ en
agua, suero bovino y pasto para luego evaluar el contenido del mismo en muestras de
estos especimenes destinados al consumo animal, asi como su impacto en los valores
de algunos macro y micro minerales en sueros de bovinos provenientes de
establecimientos agropecuarios del partido de Guamini, donde el desgaste dental

prematuro es una probleméatica planteada (Coria et al., 2013).



El flaor
Henri Moissan logro aislar a este elemento por primera vez en 1886, por electrélisis de

una solucién diluida de fluoruro de potasio. Este elemento se combina explosivamente
con el hidrégeno, aun en la oscuridad. Oxida el agua, de modo que en cualquier reaccion
en la que interviene, se libera oxigeno. Es el primer elemento de la familia quimica
conocida como haldégenos. Posee el menor radio idnico y la mayor electronegatividad
de todos los elementos. Su forma estable i6nica es el (F°), el cual reacciona
directamente con casi todos los elementos, excepto el nitrégeno, helio y argén.
Quimicamente presenta un estado de oxidacion 1-, pero en condiciones quimicas muy
agresivas puede actuar como positivo. Esta notable reactividad del F~ explica el hecho
gue no exista en forma libre en la naturaleza. Se combina con el hidrégeno (H) para
formar fluoruro de hidrégeno (H.Fn) un gas corrosivo e incoloro, o un liquido cuyo punto
de ebullicién es de 19,5 °C, y su presion de vapor menor a 1 atmosfera (Ranjan y Ranjan,
2015). A temperatura ambiente es un gas amarillo verdoso, con un olor pungente
caracteristico. El F es un elemento ubicuo en la naturaleza. Desde los abundantes
depdsitos de la litdsfera se distribuye ampliamente en la superficie de la Tierra 'y en la
atmésfera, como resultado de procesos naturales (erosion, actividad volcanica, arrastre
de cursos hidricos) o por procesos de industrializacion y/o mineria. Un 0,065 % de la
corteza terrestre estd integrada por compuestos conteniendo F, ubicandose
decimotercero en la escala de abundancia relativa (Panda et al., 2015). En la tabla 2 se

pueden ver la formula quimica y la concentracion de F- en los minerales que mas lo

contienen.

Mineral Formula quimica | Contenido de F~ (%)

Sellaita MgF» 61

Villiaumita NaF 55

Flourspar CaF; 49

Criolita NasAlFs 45

Bastnasita (Ce,La,Y)(CO3)F 9

Fluoroapatita Cas(PO.)sF 3.5

Tabla 2: Férmula quimica y contenido de F~ (ppm) en minerales naturales (Ranjan y
Ranjan, 2015).
Las vias de aporte de F al medioambiente son dos: natural y antropogénica. Respecto
de la primera, el (HnFn) gas, S€ genera en las emanaciones de las erupciones volcanicas,
siendo dispersado a enormes distancias del punto de emanacion. Los diferentes fluoro-
compuestos derivados de la actividad volcanica van cargando el ecosistema y la cadena
trofica. Las industrias que aportan mayor cantidad de F~ a la atmdsfera son la

metallrgica, cerdmica, cementera, fundiciones, fabricacion de ladrillos y fertilizantes



fosforados. El empleo de estos ultimos, con impurezas que van desde un 0,5% a un 4%
(m/m), aporta cantidades importantes de F~ a los suelos. En los fertilizantes de mejor
calidad, el contenido de F~ contaminante es de alrededor de un 0,15%. Aplicando 500
kg de este fertilizante por hectarea, se agregan hasta 7,5 kg de F~ en la misma superficie
(Jubb et al., 1993; Choubisa, 1999; Agalakova y Petrovich Gusev, 2012; Choubisa y
Choubisa, 2016). La toxicidad del F~ esta relacionada con la biodisponibilidad y las
caracteristicas del receptor. El impacto del F~ desde el punto de vista ecoldgico y
toxicoldgico, presenta muchas controversias, generadas por la falta de informacién
cientifica inobjetable. Las investigaciones son dificiles de realizar, debido a que las
planificaciones requieren de parametros y normas que pueden afectar los resultados, y
gue demandan costos frecuentemente no disponibles. Por otro lado, el elemento tiene
una gran facilidad para formar polimeros. Este efecto de polimerizacién se observa a lo
largo de muchos fluoro-complejos organicos e inorganicos, presentes en minerales
naturales vy artificiales (Palczewska-Komsa et al., 2016).

Una forma legalmente autorizada de aumento de concentracion en el agua potable es
el agregado de sales de F~ con fines cariostaticos. Habitualmente se agrega una
cantidad determinada de F- para lograr una concentracion de 1 ppm. El inconveniente
es que se destina menos del 1% del consumo de agua potable a la higiene bucal. El
resto se utiliza para higiene corporal, lavado, riego, servicios higiénicos o simplemente
desecho. Una importante proporcién serda acumulada en la cadena tréfica (bio-
acumulacién), con consecuencias en la flora, fauna y organismos superiores. En el caso
del F~ (y de la gran mayoria de los contaminantes) existen bio-marcadores que resultan
Gtiles al momento de estimar la exposicion de un individuo o de un ecosistema al
elemento. Estos bio-marcadores pueden clasificarse segun diferentes criterios. EIl NRC
clasifica los bio-marcadores para el F~ segun se utilicen para estimar: (1) efecto, (2)
susceptibilidad o (3) exposicion. El marcador de efecto puede considerarse como la
diferencia entre individuos en la relacién dosis-respuesta. El marcador de efecto se
explica como la consecuencia de una exposicion previa (por ejemplo: fluorosis dental
y/o fluorosis esquelética). La OMS clasifica estos marcadores segun la exposicion sea
(2) historica, (2) actual o (3) reciente. Para la estimacion de la exposicion histérica puede
utilizarse el dosaje de F~ en huesos y/o dientes. En el caso de la exposicion reciente, el
dosaje en pelos y/o ufias. Para la estimacion de la exposicidon actual se utiliza el dosaje
de F~ en sangre, plasma, saliva, orina, sudor, y/o leche (Chandan Agali y Bhavsar
Shintre, 2016).
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Hipotesis
La microtécnica potenciométrica para la determinaciéon de F~ en diversas matrices

cumple con los requisitos analiticos necesarios para su aceptacion e implementacion.

El contenido elevado de F~ en agua de bebida y alimentos para bovinos de cria produce
alteraciones en los valores sanguineos de F-, calcio (Ca), fésforo (P), magnesio (Mg),
cinc (Zn), cobre (Cu) y en la actividad de ceruloplasmina oxidasa (ACO) que pueden
utilizarse como indicadores de intoxicacion con F~, permitiendo la deteccion precoz de

la fluorosis.

Objetivo general
Detectar un patron de variacion en los valores sanguineos de macro y/u oligominerales,

relacionado con el consumo excesivo de F-, y utilizarlo como herramienta de deteccién

precoz de la fluorosis bovina.

Objetivos particulares
Poner a punto una microtécnica potenciométrica para la determinacion de F~ en

muestras de suero, agua y pasto.

Caracterizar fuentes de agua y alimento, ubicadas en distintos establecimientos, en el
area de influencia de la EEA Cesareo Naredo del INTA, Partido de Guamini, Provincia

de Buenos Aires.

Cuantificar F~, macrominerales, oligominerales y actividad de ceruloplasmina oxidasa
en suero sanguineo de bovinos expuestos a diferentes niveles de F~ en el agua que

beben y en el alimento que consumen.

Relacionar el patron de variacion en los valores sanguineos de macro y/u
oligominerales, el estado dental, la condicion corporal y el % de prefiez; con la

concentracion de F~ hallada en las fuentes de agua y alimentos.
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MATERIALES Y METODOS
1 Establecimientos y muestras

1.1) Seleccion de los establecimientos agropecuarios (EA’s): Durante los meses
de septiembre y octubre del afio 2014, se realiz6 un relevamiento, a través de encuestas
(Anexo B), de los EA’s en la zona de influencia de la Estacion Experimental
Agropecuaria “Cesareo Naredo” del INTA, cuyos propietarios habian manifestado tener
presencia de desgaste dental prematuro en los bovinos de sus rodeos (Fig. 1). Para la
seleccidn de los establecimientos, se tuvo en cuenta el contenido de F~ en el agua de
bebida que consumian los animales. De este modo se escogieron 4 EA’s que fueron
identificados como a) ESTABELCIMIENTO CTRL: Ubicado en el Cuartel IX del partido
de Guamini (S36°53.482' W62°24.321’), con agua de bebida conteniendo menos de 0,5
ppm de F . La actividad principal en el establecimiento es la cria bovina, con una
superficie dedicada a esta actividad de 53 hectareas. El plantel estaba compuesto por
36 vacas, 6 vaquillonas, 33 terneros y 1 toro. La base forrajera era pasto llorén y alfalfa.
Todas las categorias eran suplementadas en invierno con rollo. El servicio era de tipo
natural estacionado (vaquillonas durante el invierno y vacas en primavera), con una
edad promedio de las vaquillonas de 18 meses al primer servicio. El porcentaje de
prefiez se encontraba en valores del 95%, con una edad promedio de descarte de 8
afos. El rodeo presentaba buen estado general (condicion corporal (CC) 4, en una
escala de 1 a 5) al momento del muestreo; b) ESTABLECIMIENTO DB: Ubicado en el
Cuartel IV del Partido de Guamini (S36°39°'22.8” W62°24’35.4”), con agua de bebida
conteniendo una concentracion de F entre 0,51y 1 ppm. Tiene una superficie de 548
hectareas. La actividad principal del establecimiento era la agricultura, pero una parte
de la superficie se destinaba a ciclo completo (cria e invernada corta), contando con 150
terneros. Los mismos tenian una alimentacion a base de alfalfa y silo de maiz. De ser
necesario, se suplementaban con grano de maiz en diferentes momentos del afio. El
porcentaje de prefiez se encontraba en valores del 80% al momento del muestreo, con
los animales en CC=4; c) ESTABLECIMIENTO DMA: Ubicado en el Cuartel VIl del
partido de Guamini (S37°05.026° W61°59.248’); con agua de bebida conteniendo una
concentracion de Fentre 1,01y 2 ppm. Posee una superficie de 200 hectareas propias
y 300 alquiladas, destinadas a la cria bovina. El plantel estaba compuesto por 200
vacas, 80 vaquillonas, 100 terneros y 2 toros. La alimentacion se basaba en verdeos de
invierno, suplementando a las vacas en invierno con rollo y grano de cebada o avena.
El servicio era de tipo natural, estacionado (3 meses durante la primavera) con una edad

promedio de las vaquillonas de 22 meses al momento del primer servicio. La prefiez era
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del 90 %, y la edad promedio de descarte era de 10 afios. Todos los animales se
encontraban en CC=4; y d) ESTABLECIMIENTO DT: Ubicado en el cuartel VI del
partido de Guamini (S37°03.800'W062°33.340’), con agua de bebida conteniendo una
concentracién de F- mayor a 2 ppm. Posee una superficie de 193,5 hectareas, de las
cuales se destinan 77,5 para la cria bovina. El plantel estaba compuesto por 45 vacas,
30 terneros y 1 toro. La alimentacién del rodeo se basaba en campo natural y avena,
suplementado con rollo durante el invierno. El servicio era de tipo natural y continuo, con
una edad promedio de las vaquillonas de 24 meses al momento del primer servicio. En

este establecimiento la prefiez alcanzaba valores del 75%, con los animales en CC=3.
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1.2) Recoleccion de las muestras: En cada establecimiento se recolectaron
muestras de agua, alimentos y suero bovino, en las estaciones climéticas de invierno y
verano, durante 2 afios consecutivos (2015-2016). Las muestras de suero se obtuvieron
por puncién yugular de 24 vacas de mas de 3 afios de edad y/o con mas de dos
pariciones en su vida. En los casos que el numero de animales fuera mayor al de 24, la
seleccion se realiz6 al azar teniendo en cuenta las caracteristicas mencionadas
anteriormente. Posteriormente, las muestras de sangre extraidas se centrifugaron en
centrifuga Sigma durante 10 minutos a 1500 rpm para la obtencién de suero. Estas
muestras se mantuvieron refrigeradas hasta el momento del envio al Laboratorio de
Bioguimica Clinica de la EEA INTA Balcarce. Una vez en el laboratorio se almacenaron
a —20 °C hasta su procesamiento.

Las muestras de forrajes se obtuvieron recorriendo los potreros donde los animales
pastoreaban y juntando aproximadamente 1 kg de material vegetal. Estas muestras
fueron remitidas al laboratorio de Bioquimica Clinica de la EEA INTA Balcarce, donde
se dispusieron en estufas de secado Dalvo hasta peso constante, a 60 °C. Luego fueron
molidas en un molino Arcano hasta obtener un tamafio de particula menor a 0,2 mm. En
estas condiciones se mantuvieron en estufa a 60 °C hasta su andlisis.

Las muestras de agua se obtuvieron de todas las fuentes de abrevado, molinos,
bebederos y/o lagunas. Se recolectd un litro de agua en cada punto de abrevado, en
envases plasticos (PET), perfectamente limpios. El envase se enjuagé 4 a 5 veces con
el agua a muestrear antes de la recoleccion definitiva. Las muestras recolectadas se
refrigeraron hasta su envio y procesamiento en el Laboratorio de Bioquimica Clinica de
la EEA INTA Balcarce. Una alicuota de la muestra fue mantenida refrigerada para la
realizacion de los analisis mientras que otra alicuota fue congelada y almacenada a —20

°C con el fin de mantener un banco de muestras de agua.
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2. Metodologia analitica
La metodologia analitica aplicada al analisis de las muestras fue variable, en funcién del

tipo de matriz (suero, agua o pasto).

2.1) Suero: Sobre las muestras de suero, recolectadas segun el punto 1.2, se realizé
la determinaciéon de F-, Ca, P, Mg, Cu, Zny actividad de ceruloplasmina oxidasa (ACO),
de acuerdo a los protocolos que se detallan a continuacion:

2.1.1) Determinacién de F~: La medicidén de la concentracién de F~ en suero se realizo

por potenciometria utilizando un electrodo de ion especifico Orion 94-09 y un electrodo
de referencia de Ag/AgCl conectados a un conversor analégico digital (Figuras 4, 5y 6).
Previo a la determinacion potenciométrica, el F~ fue extraido de las muestras por
microdifusién isotérmica, tratando la muestra con 4cido fosférico (HsPO4) concentrado
durante 24 hs a 60 ° C y recuperando el 4cido fluorhidrico (HF) desprendido de la
muestra sobre 5 pl de NaOH 1,65 N depositado en la tapa de la camara de destilacion.
Luego de la destilacién isotérmica, la trampa de NaOH se ajust6 a pH 5-5,5 con &cido
acético (CHsCOOH) glacial diluido 1/60 (v/v) con agua desionizada. Los célculos se
realizaron relacionando el potencial desarrollado por los electrodos y el logaritmo de la
concentracion de F~ en la muestra y/o los patrones utilizados, a través de un software
de hojas de calculo (Rigalli y Puche, 2007).

2.1.2) Determinacién de Ca: La muestra de suero se diluyé con cloruro de lantano

(LaCls), el cual controla las interferencias quimicas de la determinaciéon. En sendos tubos
de ensayo se diluyeron 0,25 ml de suero en 0,50 ml de LaCl;al 1% + 9,25 ml de agua
desionizada. La longitud de onda utilizada fue de 422,7 nm.

2.1.3) Determinacién de P: Se tomaron 0,02 ml de suero y se diluyeron con 4 ml de agua

desionizada y 1 ml de reactivo de acido ascorbico, necesario para el desarrollo de color.
Luego de 30 minutos de reaccion, se realizo la lectura de absorbancia a 820 nm en
espectrofotometro UV-Vis (Figura 3) y se calculo la concentracion de P en la muestra,
en funcion de una curva construida con estandares de concentracién conocida (Cseh et
al., 1994).

2.1.4) Determinacion de Mg: Se tomaron 0,2 ml de suero y se diluyeron en 9,8 ml de

agua desionizada. La longitud de onda utilizada fue de 285,2 nm.

2.1.5) Determinacion de Cu: Se tomé 1 ml de suero y se diluyé con 4 ml de agua

desionizada. La longitud de onda utilizada fue de 324,8 nm.

2.1.6) Determinaciéon de Zn: Se tomo6 1 ml de suero y se diluyé con 4 ml de agua

desionizada. La longitud de onda utilizada fue de 213,9 nm.
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Las determinaciones de Ca, Mg, Cu y Zn se realizaron por espectrofotometria de
absorcién atomica (EAA), utilizando un espectrofotometro de absorcion atomica Perkin
Elmer AAnalyst 700 (Figura 2). Este equipo posee un software capaz de realizar los
calculos de concentracion en funcién de las diluciones realizadas. No se requieren
célculos complementarios. Las diluciones y condiciones empleados para cuantificar a
estos minerales son las establecidas por el fabricante del equipo. (Perkin ElImer, 2000)

2.1.7) Determinacién de ACO: Siguiendo el método propuesto por Bingley et al (1978),

en tres tubos por cada muestra se colocaron 2 ml de buffer acético-acetato y 0,1 ml de
suero. A uno de los tubos se le agreg6é 1 ml de solucion de azida sédica y a todos los
tubos 1 ml de substrato p-PD, recién preparado. Se agitaron e incubaron en bafio maria
a 37 °C durante una hora. Se retiraron del bafio y se agreg6é 1ml de azida sddica a los

dos tubos restantes de cada muestra. Se realiz6 la lectura de absorbancia dentro de los

30’ a 530 nm en espectrofotometro T-80 (Figura 3).

Figura 3: espectrofotometro UV-Vis PG Instruments T-80. o
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Figura 6: Ciclo de colocacion, lectura y extraccion de las muestras.

2.2) Forrajes: Sobre las muestras de forraje recolectadas segun el punto 1.2, se
realizé la determinacién de F-, Ca, P, Mg, SO4%-, Na, K, Cu, Zn, Mo y lignina de acuerdo

a los protocolos que se detallan a continuacion:

2.2.1) Determinacion de F—: La medicion de la concentracion de F~ en material vegetal

se realiz6 por potenciometria utilizando un electrodo de ion especifico Orion 94-09 y un
electrodo de referencia de Ag/AgCl conectados a un conversor analdgico digital. Previo
a la determinacion potenciométrica, el F~ fue aislado de las muestras por microdifusion
isotérmica, tratando la muestra con Hs3POs concentrado durante 24 hs a 60 °C y
recuperando el HF desprendido de la muestra sobre 5 pl de NaOH 1,65 N depositado
en la tapa de la cAmara de destilacion. Luego de la destilacion isotérmica, la trampa de
NaOH se ajust6 a pH 5-5,5 con HsCOOH glacial diluido 1/120 (v/v) con agua
desionizada. Los calculos se realizan relacionando el potencial desarrollado por los
electrodos y el logaritmo de la concentracion de F~ en la muestra y/o los patrones

utilizados, a través de un software de hojas de calculo (Rigalli y Puche, 2007).
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2.2.2) Determinacién de Ca: Se colocaron 200 mg de pasto seco y molido en tubos de

digestion y se les agreg6 (HCIO4/ HNO3) (2 ml/ 2 ml). Se efectud una digestion himeda
durante 1 horaa 120° Cy 1 hora a 150 ° C. Finalizado este proceso, el digesto se filtré
a través de papel de filtro cualitativo (11 cm de didametro y tamafio de poro de 14
micrones) y se retomd con agua desionizada, llevando a un volumen de 100 ml en
matraz aforado. De esa solucion se colocaron 20 ml en un matraz de 50 ml, se agregaron
5 ml de LaCl; 1% y se diluyeron en 50 ml de agua desionizada. La lectura se realizé por
EAA. La longitud de onda utilizada fue de 422,7 nm.

2.2.3) Determinacion de P: Se pesaron 200 mg de pasto seco y molido en sendos tubos

de digestion y se les agreg6 (HCIO4/ HNO3) (2 ml / 2 ml). Se colocaron los tubos en el
equipo de digestién durante 1 hora a 120° C y 1 hora a 150 ° C. El digesto obtenido se
recuperé de los tubos de digestion utilizando pequefios volimenes de agua desionizada
y trasvasando a un matraz de 100 ml. Se realiz6 la lectura de absorbancia a 820 nm, en
espectrofotdmetro T-80 y se calculd la concentracion de P en la muestra, en funcién de
una curva construida con estandares de concentracion conocida (Chen et al., 1956).

2.2.4) Determinacién de Mg: Se colocaron 200 mg de pasto seco y molido en tubos de

digestion y se les agreg6 (HCIO4/ HNO3) (2 ml/ 2 ml). Se efectud una digestiéon humeda
durante 1 horaa 120° Cy 1 hora a 150 ° C. Finalizado este proceso, el digesto se filtré
a través de papel de filtro cualitativo (11 cm de didmetro y tamafio de poro de 14
micrones) y se retom6 con agua desionizada, llevando a un volumen de 100 ml en
matraz aforado. De esa solucion se colocaron 5 ml en un matraz de 50 mly se diluyeron
con agua desionizada. La lectura de realiz6 por EAA. La longitud de onda utilizada fue
de 285,2 nm.

2.2.5) Determinacién de Cu: Se colocaron 500 mg de pasto seco y molido en tubos de

digestion y se les agregd (H>SO4 /HCIO4/ HNO3) (2 ml/ 2 ml/ 2 ml). Se efectu6 una
digestion humeda durante 1 hora a 150 °C y 1 hora a 250 °C. Finalizada la digestion,
se dej6 enfriar el digesto y se resuspendioé con agua desionizada en matraz aforado de
25 ml. De esta dilucion se efectuaron las lecturas por EAA. La longitud de onda utilizada
fue 324,8 nm.

2.2.6) Determinacion de Zn: Se colocaron 500 mg de pasto seco y molido en tubos de

digestion y se les agregd (H2SO4 /HCIO4/ HNO3) (2 ml/ 2 ml / 2 ml). Se efectu6 una
digestion humeda durante 1 hora a 150 °C y 1 hora a 250 °C. Finalizada la digestion, se
dejo enfriar el digesto y se re suspendio con agua desionizada en matraz aforado de 25

ml. De esta dilucion se colocé 1 ml en tubo de ensayo, se agregaron 3 ml de agua
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desionizada y se efectuaron las lecturas por EAA. La longitud de onda utilizada fue de
213,9 nm.

2.2.7) Determinacion de SO, Se pes6 1 gramo de pasto seco y molido en un crisol de

porcelana con 5 ml de HCl al 20% y se llevé a mufla durante 5 horas a 500 °C. Luego
de este proceso, se agregaron 5 ml de HCI al 20% y se retomé el digesto (previa
filtracibn) en matraz aforado de 50 ml con agua desionizada caliente. Se realiz6 el mismo
procedimiento colocando un crisol con 1 ml de agua desionizada (blanco)y 1, 2y 3 ml
de estdndar para hacer la curva de calibracion. La lectura se realiz6 en un
espectrofotdmetro UV-Vis a 668 nm, con el agregado de cloruro de bario (BaCl.), lo que
condujo a la formacién de sulfato de bario (BaSO.) con los sulfatos provenientes de la
muestra, otorgando turbidez al medio. El BaSO, formado fue mantenido en suspension
por el agregado de 5 ml de KCI 40 % (v/v) (Bingley y Dick, 1967).

2.2.8) Determinacion de K: Se pesaron 200 mg de pasto seco y molido en tubo de

digestion y se les agreg6 (HCIO4/ NHO3) (2 ml / 2 ml). Se realiz6 la digestion himeda
durante 1 horaa 120°Cy 1 hora a 150 °C. Una vez terminada la digestion se dejo enfriar
y se retomé el digesto con agua desionizada en matraz de 100 ml. De la solucion de
100 ml se tom6 1 ml en tubo de ensayo, se agregaron 0,5 ml de LaCl; y 9,8 ml de agua
desionizada, se agitd y se cuantific6 por emisién en espectrofotometro AAnalyst 700.

2.2.9) Determinacién de Mo: Se pesaron 500 mg de pasto seco y molido por triplicado,

en sendos tubos de digestion y se les agreg6 (H2SO4 /HCIO4/ HNOgz) (2 ml /2 ml/ 2 ml).
Se realiz6 la digestiéon humeda por 60 min a 150 °C y 60 min a 250°C. Posteriormente
se resuspendieron los digestos en matraces de 25 mly se llevaron a volumen con agua
desionizada. Desde los matraces se tomaron 5 ml en un tubo de ensayo y se les agreg6
(H20 / HNO3) (5 ml / 0,02 ml). La cuantificacién se realizé utilizando el horno de grafito
del equipo de absorcion atdbmica AAnalyst 700 (HG-EAA).

2.2.10) Determinacion de Na: Se pesaron 200 mg de pasto seco y molido en tubo de

digestion y se les agreg6 (HCIO4/ NHO3) (2 ml/ 2 ml). Se realiz6 la digestion humeda
durante 1 horaa 120°Cy 1 hora a 150 °C. Una vez terminada la digestion se dejé enfriar
y se retomé el digesto con agua desionizada en matraz de 100 ml. De la solucion de
100 ml se tomaron 4 mly se agregaron 6 ml de KCl al 0,1%. Se realiz6 la cuantificacion

por el método de emision, utilizando el espectrofotémetro AAnalyst 700.
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La mineralizacion del material vegetal se realizé en el equipo de digestiéon himeda Velp
DK-20 (Figura 7). Este equipo permite la seleccion y automatizacion de rampas de
tiempo y temperatura, lo que facilita la estandarizacion del proceso de digestion himeda
con &cidos.

Figura 7: Blogue de digestion Velp DK-20.

2.2.11) Determinacion de lignina: esta determinacioén se realizé en el Laboratorio de

Nutricion y Evaluacion de Forrajes de la EEA INTA Balcarce, segun la metodologia
propuesta por Goering y Van Soest (1970).

2.3) Agua: Sobre las muestras de agua, recolectadas segun el punto 1.2, se realizaron
las siguientes determinaciones: F-, Ca, Mg, Cu, Zn, RS, SO,%, y pH.

2.3.1) Determinacién de F~: El contenido de flior se realiz6 por potenciometria directa

sobre una muestra de 10 pl de agua, estabilizada con 100 pl de solucién TISAB (por sus
siglas en inglés de total ionic strength adjustment buffer). La lectura se efectué con un
electrodo de ion especifico Orion 94-09 y un electrodo de referencia de Ag/AgCl
conectados a un conversor analdgico digital. El calculo de concentracion se hizo con
una curva de calibracion realizada con estandares comerciales de F~. El equipo de
potenciometria posee un software que brinda una curva de potencial en funcién de la
concentracion. Utilizando estos datos se calcularon las concentraciones usando un
software de hojas de calculo (Rigalli et al., 1999).

2.3.2) Determinacion de Ca: Se realiz6 una dilucién de 2,5 ml de muestra con 5 ml de

LaCls y se llevé a un volumen final de 50 ml con agua desionizada. La lectura se realizé

por EAA, utilizando una longitud de onda de 422,7 nm.



20

2.3.3) Determinacion de Mq: Se realiz6 una dilucion de 1 ml de muestra en 100 ml de

agua desionizada. La lectura se efectlio por EAA, utilizando una longitud de onda de
285,2 nm.
2.3.4) Determinacién de Cu: La lectura se realizé por EAA, sin diluciones previas de la

muestra. La longitud de onda utilizada fue de 324,8 nm.

2.3.5) Determinacién de Zn: La lectura se realizé por EAA, sin diluciones previas de la

muestra. La longitud de onda utilizada fue de 213,9 nm.

2.3.6) Determinacién de RS: Se determind por gravimetria. Se evaporaron 50 ml de

cada muestra en capsulas de porcelana sobre un bafio de Maria a ebullicion. Las
capsulas estaban previamente taradas, y por diferencia de peso, antes y después de la
evaporacion de la muestra, se obtuvo el valor correspondiente al contenido de residuo
seco o sales totales, en mg/l.

2.3.7) Determinacién de SO4%: Se realizd por turbidimetria. A una dilucion de la muestra

de agua (1:100 con agua desionizada) se le agreg6 cloruro de bario (BaCl,), lo que
condujo a la formacion de sulfato de bario (BaSOa) con los sulfatos provenientes de la
muestra, otorgando turbidez al medio. El BaSO,4formado fue mantenido en suspension
por el agregado de 5 ml de KCI 40 % (v/v). La cuantificacion se realiz6 con una curva de
calibracion hecha con una solucion estandar de sulfato de potasio (K2SO4) anhidro. Se
utilizé un espectrofotometro T-80 UV-Vis a una longitud de onda de 668 nm (Cseh et
al., 1993).

2.3.8) Determinacién de pH: Se realiz6 por potenciometria, utilizando un electrodo

combinado Orion. El equipo se ajustdé antes de cada uso con soluciones buffer

comerciales de pH conocido (pH= 4 y pH=7, respectivamente).
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3. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos, se propuso un disefio
completamente aleatorizado (DCA), el cual respetd los principios del disefio
experimental: a) aleatorizacion (los animales se eligieron al azar), b) repeticiones (se
trabajo con 24 animales en cada establecimiento) y c) control local (en cada caso se
seleccionaron los establecimientos en funcién de la concentracion de F~en el agua de

bebida). En este trabajo se pusieron a prueba las siguientes hipétesis estadisticas:

Ho: 7i= 0 No hubo efecto del F~ sobre la variable respuesta
Ha: 7i# 0 Hubo efecto del F~ sobre la variable respuesta.

Los datos obtenidos fueron tratados como MEDIAS + D.E., y dichas medias fueron
analizadas por el test de Tukey de comparaciones multiples.
El modelo estadistico que se planteo fue el siguiente:

Yi=H*Tit€;
Donde:
yij= valor de la variable respuesta para el i-ésimo nivel de F"y en el j-ésimo animal.
K= media poblacional de la variable respuesta.
1i= efecto del i-ésimo nivel de F

eij= error experimental asociado al i-ésimo nivel de F y el j-ésimo animal.

Para la descripcién del modelo propuesto se realiz6 un cuadro ANOVA, utilizando R
como programa estadistico (R Core Team, 2017). En los casos donde se encontrd
variaciones en la variable respuesta, se probd la existencia de interaccion entre la dosis
de F en el agua y la estaciéon climatica donde tuvo lugar el muestreo (VERANO o
INVIERNO). Las hipétesis estadisticas que se pusieron a prueba en el caso de la
interaccion fueron:

Ho: (18)ij = 0 No hay efectos de la interaccién entre los niveles de F~ y la estacion
climética sobre la respuesta media de la variable respuesta.

Hi: (18)i # 0 Hay efectos de la interaccion entre los niveles de Fy la estacion climatica
sobre la respuesta media de la variable respuesta.

Donde:

T corresponde a cada dosis de F-en agua de bebida.

B corresponde a cada estacion climatica.
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En todos los casos, la variable respuesta fue el valor promedio de F~, Ca, P, Mg, Zn, Cu

y ACO, en suero.

4, Puesta a punto de la metodologia para la determinacién de F-en agua

Para la puesta a punto de la medicion potenciométrica de F~ en muestras de agua, se
procedié segun lo propuesto por la AOAC (2016) en su Apéndice F: Guia de
Requerimientos de Desempefio para Métodos Estandar. En esta guia, el F~ en muestras
de agua se clasifica como un elemento traza (<100 g/kg), y la potenciometria directa
como un método cuantitativo. Basados en esta clasificacion del elemento y la técnica,

los pardmetros a evaluar fueron:

4.1) Limite de deteccién (LOD)
La AOAC (2016) lo define como la menor concentracion de analito capaz de ser

cuantificado, con un 99% de probabilidad que no sea un ruido propio del equipo. En
base a este criterio se considera que la cuantificacion por debajo del LOD deja de ser
confiable debido a que la incertidumbre asociada a la medicién seria mayor al valor de
la medicién propiamente dicho. Este parametro se puede calcular y expresar
numéricamente a través de la siguiente formula

LOD = Bco + 3 X Shco

donde:

Bco: Sefial promedio de la lectura de 10 blancos de calibracion.

Sbco: Desvio estandar asociado a esos 10 datos.

4.2) Rango aplicable
Este criterio puede definirse como el rango de concentraciones de F que el método fue
capaz de medir directamente. Se caracteriza por el intervalo que va desde el LOD hasta
el ultimo estandar de la recta de calibracién con el que se haya comprobado la linealidad,
multiplicado por el factor de diluciéon de la muestra (Fd), si corresponde.
LInf = LOD

Donde:
LInf: Limite inferior del rango de aplicable.

LSup = [St] X Fd

Donde:
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LSup: Limite superior del rango de aplicable.
Fd: factor de dilucion de la muestra.
[St]: Concentracion del dltimo estandar de la curva de calibracion.

4.3) Bias

Refleja el grado de correlaciébn entre una respuesta generada por el equipo y la
respuesta tedrica esperada en funcion de la concentracion. Puede ser estimado por la
diferencia entre el valor promedio medido de un material de referencia y su valor tedrico.
Dicho material de referencia puede ser analizado varias veces bajo condiciones de
repetibilidad o de precision intermedia. Es un componente del error sistematico (AOAC,
2016). En este trabajo se utilizaron diluciones de una solucion estandar certificada de
100 ppm de F (Thermo Orion) en agua bidestilada. Se analizaron 10 réplicas
independientes en tres niveles de fortificacion (8; 1,9 y 0,8 ppm) y el Bias se calcul6 en
funcion de la diferencia entre la concentracion agregada y lo medido. El criterio de
aceptacio (CA) que se establecié corresponde a los informes de conferencias de Shah
y colaboradores (Shah et al., 1992; Shah, et al. 2000), ampliamente aceptado en analisis

bio-analiticos. El célculo fue:

Co
Bias % = [(a) — 1] X 100

Co: Concentracion obtenida.

Ca: Concentracion agregada.

4.4) Precisién

Representa el grado de dispersién entre los valores obtenidos por medidas repetidas
sobre un mismo objeto, bajo condiciones especificas. Este parametro depende de la
matriz de la muestra y de la concentracion del analito, por lo que puede diferir
ampliamente entre altas y bajas concentraciones. Esta asociada s6lo con el error
aleatorio. El disefio para la validacion de técnicas por un solo laboratorio ofrece la
posibilidad de caracterizarlo mediante la repetibilidad y la precision intermedia (AOAC,
2016; Ruggieri et al., 2016):

4.4.1) Repetibilidad

Refleja el grado de concordancia entre resultados de mediciones independientes

realizadas con el mismo método, sobre la misma matriz, en el mismo laboratorio, por el

mismo operador, en el mismo dia. En este trabajo se analizaron en un mismo dia 5
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réplicas independientes de 3 muestras con diferentes niveles de concentracion de F~ (5;
1,9y 0,5 ppm).

Se caracterizo el coeficiente de variacion % (CVr %) para cada muestra:

Sm
CVr % = (ﬁ) X 100

Sm: desvio estdndar de la medida de las réplicas en cada concentracion.

Xm: promedio de las medidas de las réplicas en cada concentracion.

4.4.2) Precision intermedia

Este parametro pone de manifiesto el grado de concordancia entre resultados de
analisis independientes obtenidos con el mismo método, sobre la misma muestra, en el
mismo laboratorio, por el mismo operador, en diferentes dias, con diferentes curvas de
calibracion. Se analizaron en diferentes dias 5 réplicas independientes de una misma
muestra, y se caracteriz6 el CVpi% total. EI CA establecido es el sugerido por la AOAC
en su apéndice F (2016) para la precision por repetibilidad asumiendo que la variacion

entre dias no debe ser significativa.

SM
CVpi % = (W) X 100

SM: Desvio estandar de las medidas de las réplicas a través de los dias.

XM: Media de las medidas de las réplicas a través de los dias.

4.5) Recuperacion

Indica el porcentaje del analito que es cuantificado a partir de una muestra fortificada.
Para la cuantificacion de F~ en agua y suero, se analizaron 7 repeticiones en 4 niveles
de fortificacion (0,5; 1; 2 y 5 ppm).

En todos los casos las fortificaciones se realizaron a partir de diluciones de una solucion
estandar certificada de 100 ppm de F~ (Thermo Orion). El CA establecido es sugerido
por la AOAC (2016) en su apéndice F, en funcion de la concentracion de la muestra. Se
caracteriz6 el pardmetro realizando el promedio porcentual de recuperacion para cada

nivel de concentracion,

M1 - MO

Rec%=< i

)xlOO
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M21: Concentracion leida en la muestra fortificada.
MO: Concentracion leida en la muestra sin fortificar.

Cf: Concentracion de fortificacion.

5. Puesta a punto de la metodologia para la determinacién de F~ en suero

bovino y material vegetal

Para la puesta a punto de esta metodologia se tuvieron en cuenta los mismos
parametros de performance evaluados en la metodologia de medicion de F~ en agua.

La principal diferencia metodolégica en la medicion de F~ en suero bovino y material
vegetal, consisti6 en la cuantificaciébn potenciométrica de F~. Mientras que en las
muestras de agua se efectué una determinacion por potenciometria directa, en las
muestras de suero y material vegetal se realiz6 una microdestilacién isotérmica. Dicha
metodologia consistié en colocar en una camara de destilacion una cantidad de muestra
conocida (100 pL de suero bovino o 100 mg de material vegetal seco y molido) junto
con un volumen conocido de HsPO,. Este volumen fue de 100 yL en el caso de las

muestras de suero y 300 L en el caso de muestras de material vegetal.

En la tapa de la camara de destilacion se colocaron 5 pL de NaOH 1,65 N; se procedio
a tapar las camaras y se efectué la destilaciéon durante 24 hs a 60 °C. En estas
condiciones el fltor acido labil (FAL) es liberado desde la muestra como FH y atrapado
en el NaOH, formando fluoruro de sodio (NaF), el cual es cuantificado posteriormente
por potenciometria, previo ajuste de pH=5-5,5 con una solucién acuosa de acido acético
1/60 (v/v).

Para la caracterizacion de los parametros de calidad de las metodologias para suero y
material vegetal se utilizaron las siguientes concentraciones:

BIAS: 18,8y 1,9 ppm

REPETIBILIDAD: 5; 1,9y 0,5 ppm

RECUPERACION (suero): 0,5;1; 2y 5 ppm

RECUPERACION (pasto): 1, 2y 5 ppm.
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RESULTADOS
1) Puesta a punto de la metodologia analitica para la determinacion de F~ en

suero, material vegetal y agua: Para facilitar la lectura se muestran las tablas con los

resultados de cada parametro evaluado junto con el criterio de aceptacion (CA). Los

resultados desglosados de los analisis se encuentran en el ANEXO C.

MATRIZ PARAMETRO DE CALIDAD RESULTADO CA REFERENCIA
LIMITE DE DETECCION (ppm) 0,28 <0,50 |(Rigalliy Puche, 2007)
RANGO APLICABLE (ppm) 0,28 - 8,00 - -
18 ppm -6,27
BIAS 8 ppm 4,16 15% (Shah et al., 2000)
1,9 ppm 6,89
5ppm 7,12
SUERO | REPETIBILIDAD (CV%) | 1,9 ppm 3,40 <21% (AOAC,2016)
0,5 ppm 1,81
PRECISON INTERMEDIA (CV%) 8,28 <21% (AOAC,2016)
0,5 ppm 88,57
RECUPERACION (%) 1ppm 103,43
2 ppm 101,64 80-110 % (AOAC ,2016)
5ppm 100,29

Tabla 3: Parametros de calidad de la puesta a punto de la metodologia analitica para la
determinacion de F~en suero bovino.

MATRIZ PARAMETRO DE CALIDAD RESULTADO CA REFERENCIA
LIMITE DE DETECCION (ppm) 1,01 3,5 (Bunce,1985)
RANGO APLICABLE (ppm) 1,01 - 8,00 - -
18 ppm -2,43
BIAS 8 ppm 0,04 15% (Shah et al., 2000)
1,9 ppm 5,26
5ppm 8,18
PASTO <21%
REPETIBILIDAD (CV%) | 1,9 ppm 5,08 (AOAC,2016)
0,5 ppm 8,94
PRECISION INTERMEDIA (CV%) 6,86 <21% (AOAC,2016)
1ppm 96,86
RECUPERACION (%) | 2 ppm 94,64 80-110 % (AOAC, 2016)
5ppm 94,46

Tabla 4: Parametros de calidad de la puesta a punto de la metodologia analitica para

la determinacion de F~en material vegetal.
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MATRIZ PARAMETRO DE CALIDAD RESULTADO CA REFERENCIA
LIMITE DE DETECCION (ppm) 0,34 0,50 (Rigalli y Puche, 2007)
RANGO APLICABLE (ppm) 0,34 -8,00 2,00 -
9 ppm 2,06
BIAS 1,9 ppm 0,11 15% (Shah et al., 2000)
0,8 ppm -3,38
5ppm 9,90
AGUA | REPETIBILIDAD (CV%) | 1,9 ppm 6,48 <21% (AOAC,2016)
0,5 ppm 8,74
PRECISION INTERMEDIA (CV%) 9,68 <21% (AOAC,2016)
0,5 ppm 90,57
. 1ppm 93,71
RECUPERACION (%) 80-110 % (AOAC,2016)
2 ppm 99,29
5ppm 102,26

Tabla 5: Parametros de calidad de la puesta a punto de la metodologia analitica para la

determinacion de F~ en agua.

2) Cuantificacion de F~, Ca, P, Mg, Zn, Cu y ACO en suero bovino: Para facilitar la

interpretacion de los resultados, los muestreos se identificaron como VERANO 1,
VERANO 2, INVIERNO 1 e INVIERNO 2, respectivamente. Se presentan tablas a modo
de resumen, con los valores promedios + DE (desvio estandar) obtenidos para cada

analito (n=24) en cada establecimiento y estacion climatica.

2.1) Cuantificacion de F~ (ppm): En la siguiente tabla se muestran los promedios +

DE, de F sérico, hallados en cada establecimiento y estacion climéatica.

VERANO 1 | INVIERNO1 | VERANO 2 | INVIERNO 2 V.R.
CONTROL 1,31+0,60 | 3,46+0,29 | 0,76+0,28 | 1,44+0,82
DB 1,14+0,67 | 3,38+0,93 SIN DATOS | 2,38+0,70 0,20-0,50
DMA 1,48+0,44 | 5,18+296 | 0,98+0,23 | 3,06 +1,34 (bpm)
DT 139+0,53 | 542+2,23 | 0,65+0,29 | 4,05+2,10

Tabla 6: Valores promedio de F~ (ppm) en suero, por establecimiento y estacion.

En todas las muestras analizadas se encontraron valores séricos de F~ superiores a los

valores de referencia, encontrandose valores méas elevados en invierno que en verano.
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2.2) Cuantificaciéon de Ca (mg/100 mL): En la siguiente tabla se muestran los

promedios + DE, de Ca sérico hallados en cada establecimiento y estacion climatica.

VERANO 1 INVIERNO 1 VERANO 2 INVIERNO 2 V.R.
CONTROL 10,90+1,20 | 11,10+1,10 | 12,10+0,60 | 10,80+ 0,80
DB 9,90 £ 0,60 9,70+0,70 SIN DATOS 11,00+ 0,60 9,50-12,50
DMA 12,00+1,40 | 10,50+0,80 | 11,30+1,20 | 10,90+1,00 | (mg/100 ml)
DT 12,00+0,70 | 11,30+1,10 | 12,10+0,80 | 10,30+ 0,80

Tabla 7: Valores promedio de Ca (mg/100 ml) en suero, por establecimiento y estacion.

2.3) Cuantificacion de P (mg/100 mL): En la siguiente tabla se muestran los promedios

+ DE, de P sérico hallados en cada establecimiento y estacién climatica.

VERANO 1 | INVIERNO1 | VERANO 2 | INVIERNO 2 V.R.
CONTROL | 4,40+1,10 | 540+0,80 | 550+0,80 | 6,70+1,00
DB 6,90+0,90 | 5,60+1,00 | SINDATOS | 4,60 +0,60 3,50-7,50
DMA 6,50+1,30 | 5,50+0,90 | 5,40+0,80 | 5,80+0,90 (mg/100 ml)
DT 500+1,30 | 4,10+0,60 | 6,20£0,60 | 5,00 +0,80

Tabla 8: Valores promedio de P (mg/100 ml) en suero, por establecimiento y estacion.

2.4) Cuantificacion de Mg (mg/100 mL): En la siguiente tabla se muestran los
promedios + DE, de Mg sérico, hallados en cada establecimiento y estacion climatica.

VERANO 1 | INVIERNO1 | VERANO 2 | INVIERNO 2 V.R.
CONTROL | 1,70+0,30 | 1,80+0,10 1,80+0,20 | 1,60+0,20
DB 2,00+£0,30 | 1,50+0,20 SIN DATOS 1,30+ 0,20 1,80-3,20
DMA 1,60+0,20 | 1,60+0,20 1,70+0,20 | 1,90+0,20 (mg/100 ml)
DT 1,7 1,8 1,5 2

Tabla 9: Valores promedio de Mg (mg/100 ml) en suero, por establecimiento y
estacion.

Se detectd hipomagnesemia en el 53,33% de los muestreos, siendo de origen primario
en el 87,5% de los casos; y secundaria asociada a exceso de K en las pasturas en los

casos restantes.

Como puede observarse el resto de los macroelementos analizados en sangre se
encontraban dentro del rango normal.
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2.5) Cuantificacion de Cu (ppm): En la siguiente tabla se muestran los promedios +

DE, de Cu sérico hallados en cada establecimiento y estacién climética.

VERANO 1 | INVIERNO1 | VERANO 2 | INVIERNO 2 V.R.
CONTROL | 0,80%0,10 | 0,30+0,10 | 0,40+£0,10 | 0,50+0,10
DB 0,40+0,10 | 0,30+0,10 | SINDATOS | 0,40+0,10 | 0,60-1,50
DMA 0,60+0,10 | 0,40+£0,10 | 0,40+0,10 | 0,50+0,10 (ppm)
DT 0,50+0,10 | 0,20+£0,10 | 0,30+0,10 | 0,40+0,10

Tabla 10 Valores promedio de Cu (ppm) en suero, por establecimiento y estacion.

2.6) Cuantificacion de Zn (ppm): En la siguiente tabla se muestran los promedios *

DE, de Zn sérico hallados en cada establecimiento y estacion climatica.

VERANO 1 | INVIERNO1 | VERANO 2 | INVIERNO 2 V.R.
CONTROL | 0,70+0,10 | 0,60+0,10 | 0,80+0,10 | 0,70%0,10
DB 0,70+0,20 | 0,40+0,10 | SINDATOS | 0,60+0,10 | 0,50-1,50
DMA 0,90+0,10 | 0,50+0,10 | 0,70+£0,10 | 0,60+0,10 (ppm)
DT 0,70+0,10 | 0,50+0,10 | 0,70£0,10 | 0,90+0,30

Tabla 11: Valores promedio de Zn (ppm) en suero, por establecimiento y estacion.

Se observo hipocupremia en 14 muestreos de los 15 realizados a lo largo del estudio
(93,33%). De este porcentaje, el 36% correspondié a hipocupremia de origen primario.
El 64% restante correspondié a hipocupremia de origen secundario o condicionado. No
se detectaron deficiencias de Zn.

2.7) Determinacion de ACO: en la siguiente tabla se muestran los valores de ACO

hallados en cada establecimiento durante el INVIERNO 2.

CONTROL | DB DMA DT V.R.

PROMEDIO 0,345 0,177 | 0,179 | 0,167 | >0,50

Tabla 12: Valores promedio de ACO hallados para cada tratamiento.

En los cuatro tratamientos se encontraron valores de ACO menores al valor de
referencia. Esta determinacion solo pudo realizarse en las muestras correspondientes
a INVIERNO 2, ya que los demas muestreos se vieron afectados por un corte de

electricidad en el laboratorio de Bioquimica Clinica Veterinaria y se descongelaron.



30

3) Cuantificacién de F-, Ca, P, Mg, K, SO4?7, Na, Cu, Zn y Mo _en material vegetal

Para poder caracterizar las posibles alteraciones en los valores séricos de F-, Ca, P,
Mg, Zny Cu, se cuantificaron estos mismos minerales y sus interferentes metabdlicos
en las muestras de pastura recolectadas en cada establecimiento y estacion climética
(n=15).

3.1) Establecimiento CONTROL

Ca P Mg K S04~ Na
(%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS)
VERfNO 1 040 | 024 | 31 | 044 | 0,017
'NV"iRNO 016 | 005 | 006 | 0,15 | 004 | 0010
VER;‘NO 115 | 026 | 020 | 247 | 016 | 012
'NV";RNO 048 | 019 | 014 | 231 | 012 | 0,12
V.R. 040 | 024 | 020 3 05 | 010
Cu Zn Mo F
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
VERfNo 133 | 476 | 23 | nd.
'NV"iRNo 2,9 17 06 | nd.
VERZANO 68 | 357 | 12 | nd.
'NV";RNO 77 29 | 085 | nd.
V.R. 5 >25 <2 <10

Tabla 13: Contenido de macro y oligoelementos en pasturas del establecimiento
CONTROL, por estacion. n.d= no detectado.
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Ca P Mg K S04~ Na
(%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%Ms)
VERlANO 025 | 007 | 0,23 11 0,26 0,08
'NV"iRNO 014 | 009 | 0,06 0,93 0,15 0,09
'NV";RNO 030 | 024 | 0,12 1,52 0,11 0,10
V.R. 040 | 024 | 020 3 05 0,10
Cu Zn Mo F
(ppm) | (ppm) | (ppm) (ppm)
VERfNO 44 | 137 | 159 n.d.
'NV"iRNO 32 | 243 1,1 nd.
'NV";RNO 33 | 314 | 17 nd.
V.R. 5 >25 <2 <10

Tabla 14: Contenido de macro y oligoelementos en pasturas del establecimiento DB,
por estacion. Por razones de fuerza mayor, no hubo acceso a este establecimiento
durante el segundo verano del ensayo, motivo por el cual no se realizaron muestreos.

n.d.= no detectado.

3.3) Establecimiento DMA

Ca P Mg K S04%- Na
(%MS) | (%MS) | (%MS) | (%Ms) | (%Ms) | (%Ms)
VERfNO 015 | 013 | 008 | 111 | 005 | 004
'NV'ERNO 084 | 018 | 012 | 129 | 017 | 001
VER:NO 071 | 025 | 015 | 238 | 011 | 010
'NV";RNO 026 | 019 | 011 | 1,48 | 0,07 | 0,10
V.R. 040 | 024 | 020 3 05 | 0410
Cu Zn Mo F
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
VERfNO 1,7 15 04 | nd.
'NV'ERNO 5,2 14 | 68 | nd.
VER:NO 57 | 327 | 36 | nd.
'NV";RNO 365 | 295 | 25 | nd.
V.R. 5 >25 <2 <10

Tabla 15: Contenido de macro y oligoelementos en pasturas del establecimiento DMA,
por estacién. n.d= no detectado.
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3.4) Establecimiento DT

Ca P Mg K ot Na
(%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS)
VERIANO 0,29 | 0,07 0,1 0,56 0,25 0,02
'NVIERNO 0,21 | 0,18 0,07 2,2 0,09 0,09
VERZANO 0,36 | 0,18 0,14 1,05 0,33 0,16
'NV";RNO 0,35 | 0,43 0,15 3,29 0,21 0,16
V.R. 0,40 | 0,24 0,20 3 0.5 0,10
Cu Zn Mo F
ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
VERlANo 5,0 15 1,7 n.d.
'NV'ERNO 5,8 15 0,9 n.d.
VERZANO 5,0 45,5 2,0 n.d.
'NV";RNO 7,06 41 2,0 n.d.
V.R. 5 >25 <2 <10

Tabla 16: Contenido de macro y oligoelementos en pasturas del establecimiento DT,
por estacion. n.d= no detectado.

4)  Contenido de lignina (%) en material vegetal: Con el objetivo de estimar la

abrasién sobre los dientes, producida por el alimento, se determiné en contenido de
lignina en las muestras de pasturas obtenidas en cada establecimiento y estacion
climética (n=13). Este parametro no tiene valores de referencia, pero se asume que a

mayor porcentaje de lignina, mas abrasivo sera el material vegetal.

VERANO | INVIERNO | VERANO | INVIERNO PROMEDIO
1 1 2 2
CTRL | Sin dato 8,2% 6,8 % 9,5% 8,16 %
DB 8,3% 9,5% Sin dato 10,7 % 9,50 %
DMA 4,2 % 9,9 % 9,9 % 7,7% 7,90 %
DT 8,6 % 6,3 % 7,6 % Sin dato 7,50 %

Tabla 17: Contenido de lignina (%) en las diferentes pasturas analizadas.
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5) Caracterizacion fisicoquimica de agua de bebida: Las fuentes de agua (n=15)

gue utilizaron los animales durante el periodo del ensayo, fueron caracterizadas para
conocer su calidad fisicoquimica y toxicologica; y para poder completar la

caracterizacion de las posibles deficiencias minerales detectadas en los rodeos.

5.1) Establecimiento CONTROL

H RS = Ca Mg Cu Zn F-
P (mg/1) (mg/l) (mg/1) | (mg/l) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
VERANO 1 8,4 254 49 14 13 nd. | nd. | 033
INVIERNO 1 8,9 332 46 275 | 148 | nd. | nd. | 0,28
VERANO 2 8,08 318 33 52,8 | 11,8 | nd. | nd. | 0,19
INVIERNO 2 8,9 276 68 173 | 132 | nd. | nd. | 0,22
VR 6,8-9,2 | <7000 | <1500 | <200 | <500 | 0,5 0,2 <2

Tabla 18: Caracterizacion fisicoquimica de la muestra de agua del establecimiento
CONTROL. n.d= no detectado.

5.2) Establecimiento DB

H RS S04 Ca Mg Cu Zn F-
P (mg/1) | (mg/1) | (mg/l) | (mg/l) | (pPm) | (pPmM) | (PPmM)
VERANO 1 7,5 366 6 26 14 nd. | nd. | 0,50
INVIERNO 1 8 359 893 95 | 448 | nd. | nd. | 0,86
INVIERNO 2 8,6 442 60 24 13 nd. | nd. | 042
VR 6,8-9,2 | <7000 | <1500 | <200 | <500 | 0,5 0,2 <2

Tabla 19: Caracterizacion fisicoquimica de la muestra de agua del establecimiento DB.
Por razones de fuerza mayor, no hubo acceso a este establecimiento durante el
segundo verano del ensayo, motivo por el cual no se realizaron muestreos. n.d= no
detectado

5.3) Establecimiento DMA

H RS S04~ Ca Mg Cu Zn F-
P (mg/l) | (mg/1) | (mg/1) | (mg/l) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
VERANO 1 8 894 | 178 | 23,8 | 185 | n.d. n.d 2,66
INVIERNO1 | 7,7 982 | 159 15 154 | n.d. n.d. 1,95
VERANO 2 8,15 592 | 280 | 275 | 13,8 | nd. n.d. 1,52
INVIERNO2 | 8,21 570 | 156 15 11,7 | n.d. n.d. 1,48
VR 6,8-9,2 | <7000 | <1500 | <200 | <500 | 0.5 0.2 <2

Tabla 20: Caracterizacion fisicoquimica de la muestra de agua del establecimiento
DMA. n.d= no detectado
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5.4) Establecimiento DT

2—
Rs | 50 Ca Mg Cu Zn F-

(mg/1) (mg/l) (mg/l) | (mg/l) | (ppm) | (ppm) | (ppm)

VERANO 1 7,7 908 206 209 | 115 n.d. nd. | 3,67
INVIERNO 1 7,9 908 202 18,3 | 13,6 | n.d. nd. | 2,97
VERANO 2 8,6 836 243 26,5 | 11,7 n.d. nd. | 4,32
INVIERNO 2 8,7 774 237 11,2 9 n.d. nd. | 3,42

VR 6,8-9,2 | <7000 | <1500 | <200 | <500 0,5 0.2 <2
Tabla 21: Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de agua del establecimiento
DT. n.d= no detectado

pH

Todos los pardmetros analizados mostraron valores dentro de los rangos aceptados
para consumo de bovinos de produccién con excepcion del F~ en distintos momentos
del afio. Los diferentes valores de la variable F-, fueron los que definieron cada
tratamiento (CTRL, DB, DMA, DT).
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6) Analisis estadistico de los resultados: Se compararon los valores promedio de

cada pardmetro analizado en las muestras de suero bovino (F-, Ca, P, Mg, Cu, Zn,
ACO), para cada tratamiento. Para esto se utilizé el software estadistico R (R Core
Team, 2017). Siguiendo el modelo estadistico presentado en la secciébn Materiales y
Métodos, se analizaron los valores de cada variable para conocer el efecto sobre las
mismas de la concentracién de F~ en el agua de bebida. En todos los casos se asumio
gque el modelo lineal generalizado (a=0,05) respondia a la siguiente relacion:

[mineral en suero]~TRATAMIENTO

Donde [mineral en suero] representa el valor de F-, Ca, P, Mg, Cu, Zn y ACO hallado
en las muestras de suero y TRATAMIENTO representa cada uno de los valores de
concentracion de F~ en el agua de bebida (CTRL, DB, DMA, DT).

6.1) Analisis del contenido de F-en suero

Los resultados del analisis pueden verse a continuacion:

GL sC CME F Pr (>F)
ESTABLECIMIENTOS 3 | 587215 | 19,5738 | 5,0586 | 0,002
RESIDUALES 277 | 1071,8272 | 3,8694

Tabla 22: ANOVA del contenido de F- (ppm) segun TRATAMIENTOS.

Con un margen de seguridad del 95%, puede decirse que se detectaron diferencias
significativas en los valores promedio de F~ sérico, en funcién del establecimiento donde
tuvo lugar el muestreo. Para identificar tales diferencias, se realiz6 un test de Tukey
(a=0,05) de comparaciones multiples de medias.

A continuaciéon se muestra el cuadro con los valores promedio de F- sérico en cada
establecimiento.

Letras diferentes indican diferencias significativas.

Tratamiento Promedio | Comparacion
CTRL 1,75 A

DB 2,43 A B
DMA 2,61 B

DT 2,99

Tabla 23: Valores promedio de F- (ppm) para cada tratamiento. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05).

En las muestras de suero se cuantificaron valores significativamente mas altos de F~ en
aguellas pertenecientes a los tratamientos DOSIS MEDIA ALTA y DOSIS TOXICA,
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respecto de los animales pertenecientes al tratamiento CONTROL. Encontradas las
diferencias en los niveles de F- sérico en funcion del tratamiento, se evalud la existencia
de diferencias debidas a la estacion climética, dentro de cada tratamiento. Para esto se
realizaron sendos analisis de ANOVA, cuyos resultados se muestran a continuacion.

6.1.1) Andlisis de valores promedio de F~ en suero, en el establecimiento CTRL en

funcion de la estacion de muestreo

SC GL CcM F p-valor
ESTACION 75,8209 3 25,2736 87,3106 1,11027¢
ERROR 19,1049 66 0,2895
TOTAL 94,9258 69

Tabla 24: ANOVA del contenido de F (ppm) segun estacion climéatica en el
establecimiento CTRL.

Con un 95% de seguridad (a=0,05) puede decirse que hubo diferencias significativas en
los niveles séricos de F- en los animales pertenecientes al tratamiento CTRL, en funcién
de la estacion climética donde ocurri6 el muestreo (VERANO 1, INVIERNO 1, VERANO
2, INVIERNO 2). En estas condiciones, se planteé un test de Tukey de comparacion de
medias para encontrar las diferencias significativas. Tales diferencias pueden verse en
el gréfico de medias correspondiente al tratamiento CTRL, donde letras diferentes entre
las barras indican diferencias significativas en los valores séricos de F-.

F- (ppm) sérico por estacion
CTRL

3,5

A
3
2,5
2
1,5 B B
1 C
-
0
INVIERNO1 INVIERNO 2 VERANO 1 VERANO 2

Figura 8: Promedios de F- sérico (ppm) por estacion, en el tratamiento CTRL.

Se obtuvieron valores significativamente mayores en la estacion INVIERNO 1, respecto

del resto de las estaciones.
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SC GL cM F p-valor
ESTACION 41,296 2 20,648 32,9855 7,33717%
ERROR 31,2986 50 0,626
TOTAL 72,5946 52
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6.1.2) Analisis de valores promedio de F~en suero, en el establecimiento DB, en funcién

Tabla 25: ANOVA del contenido de F (ppm) segun estacion climatica en el
establecimiento DB.

Con un 95% de seguridad (a=0,05) puede decirse que hubo diferencias significativas en
los niveles séricos de F~ en los animales pertenecientes al tratamiento DB, en funcién
de la estacion climatica donde ocurrié el muestreo (VERANO 1, INVIERNO 1,
INVIERNO 2). En estas condiciones, se planted un test de Tukey de comparacién de
medias para encontrar las diferencias significativas. Tales diferencias pueden verse en
el grafico de medias correspondiente al tratamiento DB, donde letras diferentes entre

las barras indican diferencias significativas en los valores séricos de F-.

F~ (ppm) sérico por estacion

DB
4
3,5 A
3
2,5 B
2
1,5 C
1
-
0
INVIERNO1 INVIERNO 2 VERANO 1

Figura 9: Promedios de F~ sérico (ppm) por estacion, en el tratamiento DB.

Se obtuvieron los mayores valores de F~ sérico en los muestreos realizados durante los
meses de invierno, respecto del Unico muestreo que se hizo en época estival. Durante
el VERANO 2 no pudo muestrearse en este establecimiento por razones de salud de su

propietario.
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6.1.3) Analisis de valores promedio de F~ en suero, en el establecimiento DMA, en
funcién de la estacion de muestreo

SC GL CcM F p-valor
ESTACION 223,0993 3 74,3664 28,8731 9,4380"
ERROR 206,0503 80 2,5756
TOTAL 429,1496 83

Tabla 26: ANOVA del contenido de F (ppm) segun estacion climatica en el
establecimiento DMA.

Con un 95% de seguridad (a=0,05) puede decirse que hubo diferencias significativas en
los niveles séricos de F~ en los animales pertenecientes al tratamiento DMA, en funcion
de la estacion climética donde ocurrio el muestreo (VERANO 1, INVIERNO 1, VERANO
2, INVIERNO 2). En estas condiciones, se planteé un test de Tukey de comparacion de
medias para encontrar las diferencias significativas. Tales diferencias pueden verse en
el grafico de medias correspondiente al tratamiento DMA, donde letras diferentes entre
las barras indican diferencias significativas en los valores séricos de F-.

F~ (ppm) sérico por estacion
DMA

A
I | -
I C
. .
0

INVIERNO1 INVIERNO 2 VERANO 1 VERANO 2

N W s 1O

[N

Figura 10: Promedios de F- sérico (ppm) por estacion, en el tratamiento DMA.

Se obtuvieron valores significativamente mayores de F- sérico en aquellos muestreos
realizados en invierno, sin que se hallaran diferencias significativas en los resultados de

F- sérico entre los muestreos realizados en verano.



de la estacion de muestreo

SC GL cM F p-valor
ESTACION 285,6269 3 95,209 35,1639 5,6510
ERROR 189,5303 70 2,7076
TOTAL 475,1572 73
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6.1.4) Andlisis de valores promedio de F- en suero, en el establecimiento DT, en funcion

Tabla 27: ANOVA del contenido de F (ppm) segun estacion climatica en el
establecimiento DT.

Con un 95% de seguridad (0=0,05) puede decirse que hubo diferencias significativas en
los niveles séricos de F- en los animales pertenecientes al tratamiento DT, en funcién
de la estacién climatica donde ocurrié el muestreo (VERANO 1, INVIERNO 1, VERANO
2, INVIERNO 2). En estas condiciones, se plante6 un test de Tukey de comparacién de
medias para encontrar las diferencias significativas. Tales diferencias pueden verse en
el grafico de medias correspondiente al tratamiento DT, donde letras diferentes entre las

barras indican diferencias significativas en los valores séricos de F-.

F~ (ppm) sérico por estacion

DT
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Figura 11: Promedios de F- sérico (ppm) por estacion, en el tratamiento DT.

Se obtuvieron valores significativamente mayores de F~ sérico en aquellos muestreos
realizados en invierno, sin que se hallaran diferencias significativas en los resultados de

F—sérico entre los muestreos realizados en verano.
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6.2) Andlisis del contenido de Ca en suero

Los resultados del analisis pueden verse a continuacion:

GL | scC CME F Pr (>F)
TRATAMIENTOS 3 | 639 | 21,299 | 17,69 | 1,18x10-10
RESIDUALES 322 | 387,7 | 1,204

Tabla 28: ANOVA del contenido de Ca (mg/100 mL) segun TRATAMIENTOS.

Con un margen de seguridad del 95%, puede decirse que se detectaron diferencias
significativas en los valores promedio de Ca sérico, en funcién del establecimiento
donde tuvo lugar el muestreo. Para identificar tales diferencias, se realizé un test de
Tukey (a=0,05) de comparaciones multiples de medias. A continuacion se muestra el
resumen con los valores promedio de Ca sérico en cada establecimiento. Letras

diferentes indican diferencias significativas.

TRATAMIENTO Promedio | Comparacion
CONTROL 11,451 A
DMA 11,223 A
DT 11,171 A
DB 10,187 B

Tabla 29: Valores promedio de Ca (mg/100 mL) para cada tratamiento. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

Se puede concluir que el tratamiento identificado como DB fue el Gnico que presento un

menor contenido de Ca sérico, deficiencia que fue de origen primario (Tabla 14).

6.3) Andlisis del contenido de P en suero

Los resultados del analisis pueden verse a continuacion:

GL | sC CME F Pr (>F)
ESTABLECIMIENTOS 3 | 275 | 9,178 | 6,696 0,0002
RESIDUALES 320 | 4386 | 1,371

Tabla 30: ANOVA del contenido de P (mg/100 mL) segin TRATAMIENTOS.

Con un margen de seguridad del 95%, puede decirse que se detectaron diferencias
significativas en los valores promedio de P sérico, en funcién del tratamiento. Para
identificar tales diferencias, se realizé un test de Tukey (0=0,05) de comparaciones
multiples de medias. A continuacion se muestra la tabla con los valores promedio de P

sérico en cada establecimiento. Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Tratamiento Promedio | Comparacion
DMA 5,830 A

DB 5,708 A

CONTROL 5,514 A

DT 5,059

Tabla 31: Valores promedio de P (mg/100 mL) para cada tratamiento. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

Se puede concluir que no existieron diferencias significativas en los valores séricos de
P, en funcién del contenido de F~ en agua de bebida, cuando se compara el CONTROL

con los demas tratamientos.

6.4) Analisis del contenido de Mg en suero

Los resultados del analisis pueden verse a continuacion:

GL SC CME F Pr (>F)
ESTABLECIMIENTOS 3 0,364 | 0,12119 | 1,583 0,193
RESIDUALES 322 | 24,651 | 0,07656

Tabla 32: ANOVA del contenido de Mg (mg/100 mL) segun TRATAMIENTOS.

Con un margen de seguridad del 95%, puede decirse que no se detectaron diferencias
significativas en los valores promedio de Mg sérico, en funcion del tratamiento. A
continuacién se muestra el cuadro con los valores promedio de Mg sérico en cada

establecimiento. Letras iguales indican diferencias no significativas (a=0,05).

TRATAMIENTO | Promedio | Comparacion
DT 1,723 A
CONTROL 1,705 A
DMA 1,694 A
DB 1,627 A

Tabla 33: Valores promedio de Mg (mg/100 ml) para cada tratamiento. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

Al no existir diferencias estadisticamente significativas en los valores séricos de Ca, Py
Mg, en funcion de la dosis de F~ en agua de bebida, no se analiz6 la interaccién entre
las variables TRATAMIENTO y ESTACION.
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6.5) Andlisis del contenido de Cu en suero

Los resultados del analisis pueden verse a continuacion:

GL SC CME F Pr (>F)
TRATAMIENTOS 3 1,141 | 0,3803 15,46 2,02x107°
RESIDUALES 323 | 7,947 | 0,0246

Tabla 34: ANOVA del contenido de Cu (ppm) segun TRATAMIENTOS.

Con un margen de seguridad del 95%, puede decirse que se detectaron diferencias
significativas en los valores promedio de Cu sérico, en funcion del establecimiento
donde tuvo lugar el muestreo. Para identificar tales diferencias, se realizé un test de
Tukey (a=0,05) de comparaciones multiples de medias. A continuacién se muestra el
cuadro con los valores promedio de Cu sérico en cada tratamiento. Letras diferentes

indican diferencias significativas.

Tratamiento Promedio | Comparacion
CONTROL 0,505 A

DMA 0,473 A

DT 0,378

DB 0,368

Tabla 35: Valores promedio de Cu (ppm) para cada tratamiento. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

Encontradas las diferencias en los niveles de Cu sérico en funcion del tratamiento, se
evalud la existencia de diferencias debidas a la estacidon climatica, dentro de cada
tratamiento. Para esto se realizaron sendos analisis de ANOVA, cuyos resultados se

muestran a continuacion.

6.5.1) Andlisis de valores promedio de Cu en suero, en el establecimiento CTRL en
funcion de la estacion de muestreo. Se realiz6 un ANOVA con los resultados de Cu
obtenidos en las muestras de suero del tratamiento CTRL, en funcién de la estacion
climatica. Con una seguridad del 95%, puede concluirse que existieron diferencias

significativas entre estaciones.
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SC GL cM F p-valor
ESTACION 2,8144 3 0,9381 103,8520 | 1,1102x107®
ERROR 0,8130 90 0,0090
TOTAL 3,6273 93

Tabla 36: ANOVA del contenido de Cu (ppm) segun estacion climatica en el
establecimiento CTRL

Al encontrarse diferencias en los valores de Cu sérico en funcién de la estacion
climatica, se efectud un test de Tukey de comparaciones multiples de medias.

Se obtuvieron valores significativamente mayores de Cu en las muestras de suero
obtenidas en el VERANO 1, seguidas por las obtenidas en el INVIERNO 2. Los valores
de Cu en muestras de suero obtenidas durante el VERANO 2 y el INVIERNO 1 fueron
significativamente menores, pero sin diferencias entre ellas. En la figura 8 pueden verse
los promedios correspondientes a cada estacién climatica. Letras diferentes indican

diferencias significativas (a=0,05).

Promedios de [Cu] en suero por estacion
0,9
0,8 A
0,7
0,6 B
0,5
04 C C
0,3
0,2
0,1
0
INIVIERNO 1 INVIERNO 2 VERANO 1 VERANO 2
CTRL

Figura 12: Promedios de Cu sérico (ppm) por estacion, en el tratamiento CTRL.

6.5.2) Analisis de valores promedio de Cu en suero, en el establecimiento DB, en funcion
de la estacion de muestreo. Se realizé un ANOVA con los resultados de Cu obtenidos
en las muestras de suero del tratamiento DB, en funcién de la estacién climatica. Con
una seguridad del 95%, puede concluirse que existieron diferencias significativas entre

estaciones.



SC GL ()] F p-valor
ESTACION 0,1366 2 0,0683 5,0730 0,0092
ERROR 0,8078 60 0,0135
TOTAL 0,9443 62
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Tabla 37: ANOVA del contenido de Cu (ppm) segun estacién climatica en el
establecimiento DB.

Al encontrarse diferencias en los valores de Cu sérico en funcion de la estacion
climatica, se efectué un test de Tukey de comparaciones multiples de medias. Se
cuantificaron valores significativamente mas altos de Cu sérico en aquellas muestras
obtenidas en VERANO 1. EL muestreo que arrojd menores contenidos de Cu fue el
realizado en INVIERNO 1. La concentracion de Cu sérico cuantificada en las muestras
correspondientes a INVIERNO 2 no se diferencié significativamente de los otros
muestreos. En la figura 9 pueden verse los promedios correspondientes a cada estacion

climatica. Letras diferentes indican diferencias significativas (a=0,05).

Promedios de [Cu] en suero por estacién
0,5
0,4

0,3 B

0,2
0,1
0

INIVIERNO 1 INVIERNO 2 VERANO 1

DB

Figura 13: Promedios de Cu sérico (ppm) por estacioén, en el tratamiento DB.

6.5.3) Andlisis de valores promedio de Cu en suero, en el establecimiento DMA, en
funcion de la estacion de muestreo. Se realizé un ANOVA con los resultados de Cu
obtenidos en las muestras de suero del tratamiento DMA, en funcién de la estacién
climatica. Con una seguridad del 95%, puede concluirse que existieron diferencias

significativas entre estaciones.
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SC GL CcM F p-valor
ESTACION 0,8673 3 0,2891 28,8789 | 6,9333x10°%3
ERROR 0,8309 83 0,01
TOTAL 1,6982 86

Tabla 38: ANOVA del contenido de Cu (ppm) segun estacion climatica en el
establecimiento DMA.

Al encontrarse diferencias en los valores de Cu sérico en funcién de la estacién
climatica, se efectudé un test de Tukey de comparaciones mdultiples de medias. Se
pudieron cuantificar valores de Cu séricos significativamente més elevados en las
muestras correspondientes al VERANO 1, seguidos por aquellas muestras obtenidas en
el INVIERNO 2. Las muestras donde se encontraron los menores valores de Cu sérico
fueron las correspondientes a INVIERNO 1 y VERANO 2, sin que se encontraran
diferencias significativas entre ellas. En la figura 10 pueden verse los promedios
correspondientes a cada estacion climatica. Letras diferentes indican diferencias

significativas (0=0,05).

Promedios de [Cu] en suero por estacién
0,7 A
0,6

B
0,5
0,4 C C
0,3
0,2
0,1
0
INIVIERNO 1  INVIERNO 2 VERANO 1 VERANO 2
DMA

Figura 14: Promedios de Cu sérico (ppm) por estacién, en el tratamiento DMA.

6.5.4) Andlisis de valores promedio de Cu en suero, en el establecimiento DT, en funcién
de la estacién de muestreo. Se realiz6 un ANOVA con los resultados de Cu obtenidos
en las muestras de suero del tratamiento DT, en funcion de la estacion climatica. Con
una seguridad del 95%, puede concluirse que existieron diferencias significativas entre

estaciones.



SC GL CcM F p-valor
ESTACION 0,6290 3 0,2097 17,7232 |7,6556x10°°
ERROR 0,9110 77 0,0118
TOTAL 1,54 80
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Tabla 39: ANOVA del contenido de Cu (ppm) segun estacion climatica en el

establecimiento DT.

Al encontrarse diferencias en los valores de Cu sérico en funcion de la estacion

climatica, se efectudé un test de Tukey de comparaciones mdultiples de medias. Se

hallaron valores mas elevados de Cu sérico en las muestras recolectadas en VERANO
1 e INVIERNO 2, comparadas con INVIERNO 1y VERANO 2. En la figura 15 pueden

verse los promedios correspondientes a cada estacion climatica. Letras diferentes

indican diferencias significativas (a=0,05).

0,4

Promedios de [Cu] en suero por estacion

A
A
| I |
INIVIERNO 1 INVIERNO 2 VERANO 1 VERANO 2
DT

Figura 15: Promedios de Cu (ppm) sérico por estacién, en el tratamiento DT.
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6.6) Andlisis del contenido de Zn en suero

Los resultados del analisis pueden verse a continuacion:

GL | sc CME F Pr (>F)
TRATAMIENTOS 3 | 0571 | 0,19046 | 5,74 | 0,000777
RESIDUALES 320 | 10,618 | 0,03318

Tabla 40: ANOVA del contenido de Zn (ppm) segun TRATAMIENTOS.

Con un margen de seguridad del 95%, puede decirse que se detectaron diferencias
significativas en los valores promedio de Zn sérico, en funcion del establecimiento donde
tuvo lugar el muestreo. Para identificar tales diferencias, se realizé un test de Tukey
(a=0,05) de comparaciones multiples de medias. A continuacién se muestra el cuadro
con los valores promedio de Zn sérico en cada establecimiento. Letras diferentes indican

diferencias significativas.

Tratamiento Promedio | Comparacion
CONTROL 0,721 A

DT 0,690 A

DMA 0,683 A

DB 0,600 B

Tabla 41: Valores promedio de Zn (ppm) para cada tratamiento. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

Se aprecia que el unico valor promedio de Zn en suero, significativamente menor al
control fue el correspondiente a los animales muestreados en el establecimiento DB.
Esta disminucion en el contenido de Zn en suero respondidé a una carencia de dicho
elemento en las pasturas (Ver tabla 14), constituyendo una carencia de origen primario.
En este contexto no se puede atribuir la deficiencia de Zn al exceso de F~ en el agua de
bebida, por lo que se asume que no hay diferencias entre tratamientos. Por este motivo
no se analizo la interaccion TRATAMIENTO*ESTACION.

6.7) Andlisis de ACO

Los resultados del analisis pueden verse a continuacion:

GL | sC c™m F Pr (>F)

ESTABLECIMIENTOS 3 |0,2191 | 0,0730 | 4,1481 0,0127

RESIDUALES 36 | 0,6338 | 0,0176

Tabla 42: ANOVA del promedio de ACO en funcion de los tratamientos.

Con un margen de seguridad del 95%, puede decirse que se detectaron diferencias

significativas en la actividad sérica de la enzima ceruloplasmina oxidasa, en funcion del



48

establecimiento donde tuvo lugar el muestreo. Para identificar tales diferencias, se
realizé un test de Tukey (a=0,05) de comparaciones multiples de medias. A continuacion
se muestra el cuadro con los valores promedio de actividad de ceruloplasmina oxidasa

sérica en cada establecimiento. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Establecimiento Promedio | Comparacion
CONTROL 0,3449 A

DMA 0,1789 B

DB 0,1770 B

DT 0,1670 B

Tabla 43: Valores promedio de ACO para cada tratamiento. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05).

El tratamiento CONTROL fue el que presentdé mayores valores de ACO. Los demas
tratamientos presentaron valores de actividad de ceruloplasmina oxidasa
significativamente menores al CONTROL, pero sin significancia estadistica entre ellos.
Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas entre tratamientos

ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA OXIDASA
0,4

A
0,3
0,2 B B B
0,1 . .
0
CONTROL DB DMA DT

Figura 16: Promedios de ACO por tratamiento.
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DISCUSION
La puesta a punto de la técnica potenciométrica arrojé valores de LOD, rango aplicable,

Bias, precision, recuperacion y limite de cuantificacion dentro de los criterios de
aceptacion sugeridos por la AOAC (2016). En la bibliografia internacional de las dltimas
cuatro décadas pueden encontrarse muchos trabajos de puesta a punto y
caracterizaciéon de metodologias para la cuantificacién de F~ en diferentes matrices
biolégicas, los que involucran principalmente a la determinacion potenciométrica de
dicho ion (Jacobson y Heller, 1971; Ekstrand, 1977; Eyde, 1982; Schamschula et al.,
1985; Fucsko et al., 1987; Venkateswarlu, 1990; NIOSH, 1994; NIOSH, 1996; ltai y
Tsunoda, 2001; Whitford, 2005; Rigalli y Puche, 2007; Martinez-Mier et al., 2011). Los
porcentajes de recuperacion y precision obtenidos en la puesta a punto de la
metodologia involucrada en este trabajo se encontraron dentro de los rangos reportados
por otros autores. En este sentido Martinez-Mier y colaboradores (2011) reportan
recuperaciones del orden del 94-104 %; y una precision de 11,48 % (CV%), cuando
analizaron por potenciometria estandares comerciales de F-, bebidas carbonatadas,
alimentos, saliva, orina y plasma. Itai y Tsunoda (2001) informaron una recuperacion del
94,6 al 103,6 %; y una precision del 4 % (CV%), cuando utilizaron la potenciometria para
cuantificar F- en muestras de suero y orina. La Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos de América (EPA), establece en su métodos 9214 las condiciones
esperables de la potenciometria directa para la cuantificacion de F~ en muestras de
agua, y ubica la recuperacion en un rango del 92 al 96 % vy la precision entre el 2,6 y el
5,3 % (CV%) (EPA, 1996), valores que estan en concordancia con los obtenidos en este
trabajo. En 1985, Schamschula y colaboradores obtuvieron recuperaciones similares
(en el orden del 99,8 al 106 %) cuando analizaron el contenido de F~ en muestras de
agua, saliva, ufias y orina, utilizando la potenciometria previa destilacion isotérmica.
Nuevamente, estos resultados concuerdan con los obtenidos en este estudio. En un
sentido similar, Ekstrand (1977) analiz6 la performance analitica de la potenciometria
directa, con adicion de estandar y obtuvo recuperaciones del 98 al 108 % y precision
entre 1,1y 4,6 % (CV%) en muestras de plasma y saliva respectivamente, resultados
gue coinciden con los de este trabajo. La potenciometria también ha sido el método de
eleccién de varios autores al momento de cuantificar F~ en material vegetal. Tal es asi
gue Jacobson y Heller (1971) obtuvieron una recuperaciéon del 98,8 % junto a una
precision del 9,3 % (CV%) y Eyde (1982) en sus investigaciones para determinar la
contaminacién por F- en diversos cultivos, obtuvo recuperaciones del orden del 87 al
102% con una precision entre 4,5y 14,3 % (CV%).
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La performance metodoldgica de las técnicas analiticas para la cuantificacion de F~
descriptas en este trabajo resulté notablemente mejor a la obtenida por Venkateswarlu
en 1990 y por Kuo y colaboradores en 1999. Estos autores informaron recuperaciones
del 30,7 al 56 %; y del 21,7 al 71,3 %, respectivamente. De hecho, Kuo y colaboradores
(1999) pudieron demostrar que la potenciometria es tres veces mas efectiva para la
cuantificacion de F~ en material vegetal. La performance de la metodologia aqui
empleada, cuyos resultados concuerdan con la bibliografia internacional, establece un
adecuado desempefio de la misma para la determinacion de F~ en distintas matrices.
Ademas proveyo de una capacidad analitica al Laboratorio de Bioguimica Clinica para
la cuantificacién de F~ en matrices biolédgicas diferentes al agua.

Los resultados encontrados en este trabajo coinciden con las deficiencias de Ca, P, y
Mg en las pasturas informados en dos campos de cria de la localidad de Villegas por
Buffarini y colaboradores (2008). Por su parte, Coria y colaboradores (2013) quienes
realizaron un seguimiento de dos afios en un establecimiento de Guamini para
cuantificar minerales en pasturas, agua de bebida y suero bovino también encontraron
deficiencias de estos macro minerales. La deficiencia de estos elementos en las
pasturas ha sido ampliamente investigada y demostrada en la Gltima década por Cseh
y colaboradores (2008, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015). Los resultados de estos reportes
son coincidentes con los hallados en este trabajo de tesis en cuanto a las deficiencias
de Ca, P, y Mg. Estas deficiencias también han sido demostradas por otros autores, en
diferentes partes del territorio argentino. Asi, en el afio 2011, Bolla y colaboradores
reportaron pasturas deficientes en Ca, P, Mg y Zn en dos areas de la Provincia de Rio
Negro. Del mismo modo que sucedi6é en esta investigacion, estos autores encontraron
que estas deficiencias de macroelementos fueron de tipo anual. Morlacco y
colaboradores (2014) encontraron deficiencias de Mg y Cu en las pasturas analizadas
en el Departamento General Lopez, de la provincia de Santa Fe. Benitez y
colaboradores (2016) detectaron deficiencias de Ca, P, Mg, Cu y Na en pasturas
pertenecientes a un establecimiento de Paso de Los Libres, en la provincia de
Corrientes. Al igual que en este trabajo de tesis, las deficiencias en las pasturas fueron
de tipo anual.

En este trabajo se detectaron deficiencias de Cu en las pasturas, Unicamente en los
establecimientos CONTROL, DB y DMA. Ademas de estas carencias, también se
encontraron excesos de algunos elementos interferentes del metabolismo del Cu,
principalmente SO4?" y Mo. La deficiencia de Cu ha sido reportada en bovinos de casi

todos los paises del mundo. En la Argentina el primer reporte de deficiencia de Cu en
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bovinos lo hicieron Bingley & Carrillo (1964) en la provincia de Buenos Aires. Es ademas
una de las principales deficiencias minerales del ganado en pastoreo (Villanueva, 2011,
Saravia et al., 2015) y en el area de influencia del INTA EEA Balcarce es s6lo superada
por la deficiencia de Mg (Spath y Becker, 2012). Los resultados obtenidos en este
trabajo también fueron demostrados por numerosos autores. Benitez y colaboradores
(2016) reportaron pasturas con deficiencias de Cu, pero en contraposicion a lo
encontrado en este trabajo, los valores de SO4?>~ y Mo estaban dentro del rango normal.
Por otro lado, Morlacco y colaboradores (2014) no encontraron valores deficientes de
Cu en las pasturas pero, al igual que en este trabajo, detectaron excesos estacionales
de SO4%" y Mo. Este exceso de Mo también ha sido reportado por Cseh y colaboradores
(2013) en pasturas provenientes de la provincia de Chubut, por Bolla y colaboradores
(2011) en pasturas provenientes de la provincia de Rio Negro. El Mo es, entre los
antagonistas, el que tiene efectos mas drasticos en la absorcién de Cu por parte del
animal. La presencia de molibdenosis esta relacionada con el contenido elevado de Mo
en el alimento o con una relacién Cu:Mo <2:1 (Rosa y Mattioli, 2002). En especies
forrajeras se determin6 un promedio de Cu que varia entre 8-11 ppm y el de Mo entre
3-5 ppm no modificAndose en promedio esta relacion. Se han reportado casos de
molibdenosis cuando, manteniéndose dentro de los pardmetros normales el Cu, el Mo
aumenta entre 6-10 ppm (Balbuena et al., 2003; Hall, 2012). Peters (2011) report6 que
cambios en las concentraciones de 1 a 4 ppm de Mo en las plantas puede disminuir la
disponibilidad de Cu entre 60-80%. Los resultados de Cu y Mo obtenidos para las
pasturas de este trabajo permiten descartar la deficiencia secundaria de Cu por exceso
de Mo. A pesar que este Ultimo se encontrd por encima de los valores de referencia para
el elemento, en todos los establecimientos donde se realizaron los muestreos se
obtuvieron relaciones Cu:Mo mayores a 2:1. El S también tiene una gran influencia en
la absorcion de Cu de manera directa formando sulfuros o indirecta, cuando se combina
con el Mo formando tiomolibdatos. Para considerar su aporte, no solo hay que tener en
cuenta el S inorganico, sino también el S organico aportado por las proteinas, que es
transformado en el rumen a sulfuro (S?). Se han reportado casos en los que
concentraciones de 0,3% de S en la dieta afectaba la absorcién normal de Cu (Rosa y
Mattioli, 2002). Los resultados de SO.* en pasturas analizadas en este trabajo se
encontraron en su mayoria por debajo de dicho valor, a excepcion de las pasturas
correspondientes al primer verano del tratamiento CTRL y al segundo veranos del
tratamiento DT, con valores de 0,44% y 0,33%, respectivamente. Otra fuente importante

de S, que no siempre es tenida en cuenta es el agua. En esta fuente, el animal incorpora
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el S en forma de SO4? que luego es transformado en el rumen a (S%°). En estudios que
se llevaron a cabo en Canada, se concluyé que valores se SO42~ mayores a 500 mg/L
en el agua generaban deficiencia de Cu en los animales que la consumian (Smatrt et al.,
1986; Rosa y Mattioli, 2002; Beede, 2006). En este trabajo de tesis no se encontraron
contenidos de SO42- en agua que superen dicho valor, motivo por el cual se estimé que
no habria influencia sobre los niveles séricos de Cu. Existen reportes que ponen de
manifiesto la condicién de hipocupremia en bovinos, ya sea por un escaso contenido de
Cu en el alimento o como resultado de algun interferente metabdlico en exceso, como
Mo y/o SO.,*.En la gran mayoria de los casos se trata de una deficiencia de Cu
secundaria, con concentraciones normales de Cu en las pasturas, pero con altos niveles
de Mo en las mismas, y excesos de SO42- en el agua de bebida (Bingley et al., 1978;
Rosa y Mattioli., 2002; Cseh et al., 2005; Postma et al., 2010; Cseh et al., 2014; Morlacco
et al., 2014; Saravia et al., 2015; Micheloud et al., 2017). En este estudio, los valores de
elementos que pueden interferir el metabolismo del Cu (Mo, SO%, Fe, Zn) se
encontraron en niveles que no podrian causar tal interferencia.

En ninguna de las pasturas analizadas en este trabajo se encontraron niveles
detectables de F. Este hecho concuerda con los datos reportados por Ranjan y Ranjan
(2015), quienes manifiestan que la captaciéon de F~ por las plantas desde el suelo es un
fendmeno de difusion pasiva siendo este elemento eliminado del tejido vegetal por
transpiracion. La mayoria de las plantas no acumulan F~ en concentraciones toxicas
para los bovinos y los niveles, usualmente, se mantienen por debajo de los 10 mg por
kilo de MS. Es por esto que la ingesta de F~ a través de las pasturas es practicamente
despreciable en los animales de produccion (Loganathan et al., 2001; Baunthiyal y
Ranghar, 2015). Por ello el contenido de F~ en el agua cobra importancia para
determinar si los animales estan expuestos a exceso de F~ y es la razén por la cual se
tom6 en consideracion a este pardmetro para categorizar a los establecimientos
estudiados en esta tesis y definir los cuatro tratamientos del experimento.

Los resultados indicaron una menor dureza de las pasturas correspondientes al
establecimiento con la dosis téxica de F~ en agua, seguidos (en orden ascendente) por
las pasturas de los establecimientos con dosis media alta, control y dosis baja,
respectivamente. Un menor contenido de lignina supone un menor desgaste dental
debido a la abrasion producida por la pastura. No existe un valor de referencia que
pueda establecerse para este parametro. Su analisis responde a la necesidad de

caracterizar el desgaste mecanico producido por la masticacion de alimento sélido.
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Respecto a las fuentes de agua, todas las muestras analizadas en este trabajo
presentaron valores similares en los pardmetros analizados, con muy pocas variaciones
temporales (Anexo A). La excepcion fue el contenido de F-, que varié notablemente
entre establecimientos, siendo este pardmetro el que definié los cuatro tratamientos del
experimento. Estos resultados también son similares a los reportados por Coria et al
(2013) en establecimientos de la misma zona geografica, solo que en ese trabajo se
muestreaba solo un establecimiento, por lo que la informacién estaba sesgada. Desde
el afio 2015, el andlisis del contenido de F~ en las muestras de agua que ingresan al
Laboratorio de Bioquimica Clinica del INTA Balcarce, se realiza de rutina cuando quiere
conocerse la aptitud para consumo de bovinos. Esta informado que hasta el 50% de las
muestras analizadas y clasificadas como aptas para consumo animal, dejan de serlo si
se considera el contenido de F~ en las mismas (Fernandez et al., 2015).

El exceso de Fen la ganaderia ya ha sido expuesto por otros autores (Lopez et al.,
1986; Araya et al., 1993; Robles et al., 2015). Una gran parte de los reportes de desgaste
dental estan asociados al exceso de cenizas volcanicas depuestas sobre las pasturas
luego de las erupciones, y su efecto abrasivo. Pero asociado a la presencia de cenizas
volcanicas esta el exceso de F~ (en las propias cenizas y/o disueltas en los cursos de
agua circundantes), elemento que contribuye a que el desgaste se exacerbe. En estos
reportes, la informacion es dispar y, probablemente, por la época de su publicacion ain
no se contaba con la metodologia adecuada para cuantificar con precision el F~ en
diferentes matrices. A pesar de las discrepancias que existen en estos reportes en los
valores absolutos de F~ cuantificados, todos ellos asocian el exceso de dicho elemento
en el agua de bebida con un mayor desgaste dental y en algunos casos con una
hipocupremia secundaria, dato que ya fue informado por Suttle et al, (2007). Esta
informacion fue la que nos llevo a focalizar este trabajo de tesis en la zona de Guamini
ya que los productores manifestaban desgaste dental prematuro en sus rodeos
(Coria,M., com. pers., 2014). Sin embargo, dicha manifestacion de la fluorosis no pudo
ser comprobada entre los animales involucrados en este trabajo.

Ranjan y colaboradores (2008) reportaron la disminucion de los niveles séricos de Zn
como una consecuencia del exceso de F~ en el agua de bebida para bovinos de
produccion. Sin embargo, en este trabajo de tesis se detectaron valores deficientes de
Zn en el suero de algunos animales correspondientes al tratamiento DB, siendo esta
deficiencia de origen primario. Es decir que, en este caso, el contenido de Zn en el

alimento no fue suficiente para cubrir los requerimientos de los animales. Este hecho
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coincide con los reportados por varios autores (Pechin, 1999; Pechin et al., 1999; Pechin
et al., 2001; Rosa et al., 2008; Bolla et al., 2011; Cseh et al., 2013; Morlaco et al, 2014).
Si bien la hipomagnesemia ha sido reportada por Ranjan y colaboradores (2008), no fue
posible detectarla en este trabajo de tesis. En este sentido, de los 15 muestreos que se
realizaron en el experimento, en 9 se detectd hipomagnesemia, siendo en 8 de ellos
deficiencia primaria. En el muestreo restante (Establecimiento CONTROL, Verano 1), la
hipomagnesemia fue de tipo secundaria, asociada a excesos de potasio y deficiencia de
sodio en las pasturas. Estas caracteristicas de las pasturas coinciden con las reportadas
por Cseh (2012). La hipomagnesemia es un desorden metabdlico de los rumiantes, en
el cual el consumo o utilizacién del Mg por parte del animal, esta disminuido (Cseh et
al., 2011; Cseh et al., 2012; Coria et al., 2013; Morlacco et al., 2014; Fernandez y
Brambilla, 2018). Un reporte de similares caracteristicas fue realizado por Cantén
(2014), con valores similares a los obtenidos en este trabajo. En el periodo comprendido
entre 1998 y 2013, el Servicio de Diagnoéstico Veterinario Especializado del INTA
Balcarce registr6 un total de 173 episodios de hipomagnesemia como diagndstico
definitivo de problemas sanitarios en los rodeos. Un 96,5% de los casos ocurrié en la
provincia de Buenos Aires, correspondiendo un 87,3% a los partidos ubicados en la
region sur de la provincia y un 9,2% en la region norte. La informacion que existe en la
literatura respecto al efecto que ejerce el F~ sobre el metabolismo del magnesio no es
muy abundante. Singh y Swarup (1999) observaron una disminucién significativa de los
valores séricos de Mg en bovinos suplementados durante tres afios con una mezcla
mineral rica en F-. En oposicion, Wheeler y Fell (1983) encontraron un aumento en los
valores séricos de Mg de ovinos que estaban consumiendo excesivas cantidades de F~
con el agua de bebida.

Un resultado interesante de este trabajo de tesis fue la asociacién entre el exceso de F~
en agua y los bajos valores de Cu sérico. Este hecho ha sido informado por otros
autores, quienes proponen varios mecanismos de interferencia del F~ en el metabolismo
del Cu. Entre ellos, Ranjan et al (2008) propusieron la interaccion de estos iones para
formar fluoruro cuproso (CuF), insoluble. Otros adjudican la hipocupremia a la inhibicién
de la actividad de la ceruloplasmina (Sharma, 1983) y el aumento del estrés oxidativo
con aumento de la sintesis de superoxido dismutasa (Ranjan et al., 2011; Samal et al,
2016). La hipocupremia asociada a excesos de F~ en la alimentacion ha sido
demostrada en varias especies animales, principalmente vacas, bufalos y asnos; y en
varias partes del mundo como India, China y Turquia (Sharma, 1983; Ranjan et al.,
2008; Ranjan et al., 2011; Chhabra et al., 2012; Aydin et al., 2014; Samal et al, 2016)
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En este trabajo se pudo demostrar una disminucién de la ACO en los sueros
correspondientes a los animales de los tratamientos DOSIS BAJA, DOSIS MEDIA-ALTA
Y DOSIS TOXICA, respecto de aquellos pertenecientes al grupo CONTROL. Aunque
este analisis se pudo realizar en un solo muestreo, debido a desperfectos eléctricos
durante el almacenamiento de las muestras, esta relacion negativa entre los niveles
ingeridos de F~y la ACO también ha sido reportada por otros autores (Dawson et al.,
1978; Sharma, 1983). A pesar de hallarse una disminucién en ACO en aquellos
animales que recibian mayores dosis de F en el agua de bebida, no pudo establecerse
una relacion dosis dependiente. Sharma (1983) reporté un comportamiento similar en
la actividad de la ceruloplasmina oxidasa cuando se administraron a los animales
cantidades crecientes de fluoruro de sodio. En este sentido, Pramoda et al., (2017)
también reportan la inhibicién de varios sistemas enzimaticos, asociada a exceso de
F-. Tal es el caso de la SOD, ureasa, catalasa, pseudo catalasa y ATP asas.

También se destaca el patron de concentraciones de F~ en suero, con mayores valores
en aquellos muestreos que correspondieron al invierno, respecto de los realizados en
verano. Este hecho ha sido reportado también por Grace y colaboradores (2007)
quienes pudieron hallar un aumento en los valores de F~ sérico en invierno y/o
primavera, debido fundamentalmente a la disminucion de la cobertura vegetal del suelo,
hecho que acarrea una mayor ingesta de tierra por parte de los animales (se estima que
un bovino puede llegar a levantar hasta 2 kg de suelo por dia en el invierno, lo que se
corresponde con una ingesta diaria de F~ tan alta como 900 mg/dia). Esta situacion no
se da en los muestreos de verano, debido a que la oferta forrajera es mas abundante y,
como se pudo comprobar en este trabajo, el contenido de F~ en las pasturas es
despreciable. El desgaste dental no pudo detectarse en ninguno de los tratamientos, a
pesar que este fenOmeno esté reportado en la bibliografia, con una prevalencia de hasta
el 87% en el caso de vaquillonas (Choubisa, 2014). En cuanto al % de prefiez y la CC,
los resultados se corresponden con los hallados por un gran niumero de autores (Samal
et al., 2016; Aydin et al., 2014; Choubisa, 2014; Chhabra et al., 2012; Ranjan et al.,
2011; Ranjan et al., 2008; Sharma, 1983) quienes reportaron una disminucién en los

valores de ambos parametros.
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CONCLUSIONES
-La performance analitica de la técnica potenciométrica directa (en el caso de muestras

de agua) o acoplada a la microdestilacion isotérmica (en muestras de material vegetal
y/lo suero bovino) estuvo dentro de los criterios aceptables para este tipo de

metodologia.

-No se detectd variacién en los niveles séricos de Ca, P, Mg y Zn cuando se comparo el
tratamiento CTRL con los demas.

-Se detecté aumento en los niveles séricos de F~ para todos los tratamientos, en los

muestreos correspondientes al invierno.

-Se detectd hipocupremia condicionada por el exceso de F.

-La disminucién en la ACO encontrada debe ser profundizada con mas investigaciones

para determinar el efecto del ion sobre la actividad de la enzima.

-No se pudo observar desgaste dental en los animales evaluados.

-Los animales del establecimiento DT presentaron menores valores de CC y % de

prefiez que los demas.
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Resultados de los pardmetros analizados en las muestras de agua de 39
establecimientos muestreados en el relevamiento inicial.

N° de R.S. S04 | Ca** | Mg* | Cu? |Zn? F-

muestra | P" (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (ppm) | (PPM) | (ppm)
1 8,5 808 125 159 |36 0,014 | 0,01 |0,58
2 8,4 1140 | 227 275 |19 0,016 | 0,01 | 3,65
3 8,4 216 8 19,7 |15 nd! [001 |0,34
4 7.9 1042 | 202 12,8 |13 0,066 | 0,08 | 3,54
5 8,5 2736 | 1100 |18,1 |43 0,027 | 0,02 |4,19
6 7,7 530 |52 81,1 |38 nd. |00l |046
7 8,6 1924 | 470 97 |78 0,015 | 0,01 | 1,20
8 8,9 1630 | 560 20 52 nd. |00l |085
9 7,7 578 |44 435 |20 0,18 |0,11 |[1,22
10 8,3 696 8 338 |11,7 |nd. |002 |[001
11 7.8 1720 | 449 | 43,7 |338 |0,025 [0,09 |222
12 7.8 1910 | 494 29,3 |216 |0,036 |0,02 |[261
13 7.3 4856 | 1960 |86,3 |100 |0,019 |0,06 |1,76
14 8,4 1454 | 331 21,5 |208 |0,003 |n.d. 2,84
15 7.9 2084 | 569 37,9 | 246 |0024 |001 |2.28
16 7.8 392 37 355 |16,7 |0,008 | n.d. 0,61
17 7,7 2910 | 478 126 | 93,7 |0,017 |n.d. 0,95
18 8,1 984 184 35,8 |30 0,007 | n.d. 0,73
19 9,9 1374 | 471 11 13,1 |0,003 | n.d. 2,17
20 7.5 2148 | 414 187 |87,4 |0,004 |n.d. 0,35
21 8,3 2964 | 897 39,9 |37,6 |0,004 |n.d. 2,33

1 n.d.: no detectado



22 8,2 978 159 38,3 |21,1 |n.d. n.d. 1,82
23 8,2 938 170 454 | 26,3 | 0,053 | 0,07 1,60
24 8,1 990 S.D2 |19,8 |6,65 |0,002 |n.d. 1,20
25 8,4 254 49 14 13 n.d. n.d. 0,33
26 7,6 908 206 20,9 |11,5 |n.d. n.d. 3,31
27 8,0 894 178 23,8 |18,5 |n.d. n.d. 2,66
28 8,9 332 46 27,5 |14,8 |n.d. n.d. 0,28
29 8,8 3590 893 9,5 44,8 | n.d. n.d. 1,65
30 7,7 982 159 15 15,4 | n.d. n.d. 1,95
31 7,5 268 35 26 12 n.d. n.d. 0,50
32 7,9 908 202 18,3 | 13,6 |n.d. n.d. 4,18
33 8,10 318 33 52,8 |[11,8 |0,032 | 0,01 0,19
34 8,15 592 280 275 |13,8 |0,033 | 0,01 1,52
35 8,60 836 243 26,5 |11,7 | 0,038 | 0,02 2,90
36 8,9 276 68 173 | 13,2 |0,035 |0,01 0,22
37 8,56 442 60 24 13 0,035 | 0,01 0,42
38 8,21 570 156 15 11,7 | 0,037 | 0,01 1,48
39 8,7 774 237 112 |9 0,042 | 0,01 3,42
V.R. 6,8-9,2 | <7000 | <1500 | <200 | <500 |0,5 0,2 <2

28.D.: sin datos
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ANEXO B

ENCUESTA PARA PRODUCTORES. DISTRITO DE GUAMINI
PROPIETARIO DEL ESTABLECIMIENTO:

CUARTEL: COORDENADAS GPS:

SUPERFICIE DEL ESTABLECIMIENTO (hectéreas):

ACTIVIDAD PRINCIPAL: Cria/lnvernada/Cria-invernada (ciclo completo)/tambo
SUPERFICIE DESTINADA A LA ACTIVIDAD CRIA (hectareas):

STOCK GANADERO (por categoria):
VACAS VAQUILLONAS TERNEROS/AS TOROS
ALIMENTACION

1- Base forrajera (pasto llorén, agropiro, campo natural, etc.)

2- Superficie (hectareas):

3- ¢Utiliza verdeos anuales o pasturas implantadas? SI NO

4- ;Cuales? Superficie:

5- ¢Aplica suplementacion? SI NO ¢Qué categorias?

6- ¢En qué época del afio suplementa?

7- ¢Qué tipo de suplemento utiliza?

8- ¢EL pastoreo de rastrojos de maiz, sorgo o trigo es una practica habitual?

REPRODUCCCION

1- Tipo de servicio NATURAL 1A COMBINADO
2- ¢ El servicio es estacionado? SI NO
3- Epocay duracion del mismo.
4- Edad del primer entore.
5- Porcentaje de prefiez (Ultimos 5 afios)
Porcentaje de destete (Ultimos 5 afios)
6- Edad promedio de descarte
7- causa del mismo

SANIDAD

1- ¢Lleva calendario sanitario?

2- ¢El establecimiento esta libre de brucelosis?

3- ¢Sabe si en el rodeo existe alguna deficiencia mineral?

4- ¢ Suplementa con sales minerales?

5- ¢Conoce la calidad de agua de bebida del establecimiento?

6- ¢Ha advertido problemas de desgaste dental en el rodeo? SI  NO
¢ En qué categorias?
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ANEXO C

RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PUESTA A PUNTO.

1) Matriz SUERO

69

1.1) Limite de Deteccion (LOD) expresado como ppm de F~.
Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4
Lectura blancol 0,161 0,152 0,036 0,045
Lectura blanco 2 0,125 0,123 0,125 0,123
Lectura blanco 3 |0,199 0,126 0,176 0,184
Lectura blanco 4 0,152 0,215 0,069 0,102
Lectura blanco5 0,081 0,162 0,134 0,132
Lectura blanco 6 0,058 0,152 0,201 0,091
Lectura blanco 7 0,126 0,138 0,061 0,136
Lectura blanco 8 |0,028 0,146 0,213 0,168
Lectura blanco 9 0,081 0,062 0,056 0,203
Lectura blanco 10 |0,184 0,136 0,127 0,098
Desvio Sefal 0,05622425 |0,03801696 |0,0631133 |0,04749222
Promedio Sefal |0,1195 0,1412 0,1198 0,1282
LOD 0,28817276 |0,25525087 |0,30913991 |0,27067666 |0,28 ppm
1.2) Rango aplicable.
LInf = LOD = 0,28 ppm
LSup = 8 ppm
1.3) Bias.
Ca |Co BIAS EIRAgMEmo
18 [16,7 |-7,22
18 (18,5 (2,78
18 |18,32 (1,78
18 |17,69 |-1,72
18 (16 -11,11
18 (18 0,00 6.2
18 |19,1 (6,11
18 |18,3 (1,67
18 (18,5 (2,78
18 |76 |-57,78
8 185 16,25
8 |9 12,50
8 19,2 |15,00 4,16
8 17,9 |-1,25




8 17,53 |-5,88
8 18,2 |2,50
8 184 |500
8 17,9 |-1,25
8 |8 0,00
8 18,7 18,75
1,912,3 (21,05
1,9 |2 5,26
191,92 (1,05
1,9 |2,26 (18,95
1,9 1,87 |[-1,58
1,9 |2 5,26 6.89
191,85 [-2,63
1,9|1,81 [-4,74
19|2,1 (10,53
1,9|2,2 (15,79
1.4) Precisién.
1.4.1) Repetibilidad
5 ppm 1,9 ppm 0,5 ppm
1 4,8 1,86 0,5
2 5,02 2 0,5
3 4,72 1,98 0,48
4 4,97 1,9 0,49
5 5,63 2,01 0,5
Promedio |5,028 1,95 0,494
Desv est. |0,35800838 |0,0663325 |0,00894427
n 5 5 5
CV % 7,12029395 |3,40166645 |1,81058136
1.4.2) Precision intermedia
Réplica | F-(ppm) | F-(ppm) | F-(ppm) | F-(ppm)
1 4,96 4,23 4,28 52 n dias 4
2 4,76 5,21 5,33 5,24 Promedio 5,04
3 5,62 4,63 5,62 4,96 n 20
4 5,03 5,69 541 4,89 Desv. Est. ]0,41718953
5 4,69 5,16 4,58 5,22 CV% 8,28
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1.5) Recuperacion.

Adicion F- Conc Conc Recup. Recup. _
(ppm) mtra mtra+st promedio
0,5 1 1,57 114

0,5 1 1,42 84

0,5 1 14 80

0,5 1 1,56 112 88,57 %
0,5 1 1,37 74

0,5 1 1,26 52

0,5 1 1,52 104

1 1 2,09 109

1 1 2,1 110

1 1 2,03 103

1 1 2,03 103 103,43 %
1 1 1,96 96

1 1 1,94 94

1 1 2,09 109

2 1 3,08 104

2 1 3,1 105

2 1 3,02 101

2 1 3,05 102,5 101,64 %
2 1 3 100

2 1 2,98 99

2 1 3 100

5 1 6 100

5 1 6,1 102

5 1 6 100

5 1 5,98 99,6 100,29 %
5 1 6 100

5 1 6,02 100,4

5 1 6 100
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2) Matriz PASTO
2.1) Limite de Deteccién (LOD) expresado como ppm de F~.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Lectura blanco 1 | 0,50 0,56 0,62 0,65
Lectura blanco 2 | 0,62 0,63 0,57 0,71
Lectura blanco 3 | 0,48 0,80 0,81 0,62
Lectura blanco 4 | 0,52 0,74 0,67 0,91
Lectura blanco 5 | 0,66 0,66 0,59 0,76
Lectura blanco 6 | 0,60 0,59 0,80 0,84
Lectura blanco 7 | 0,90 0,66 0,76 0,63
Lectura blanco 8 | 0,66 0,81 0,69 0,59
Lectura blanco 9 | 0,78 0,80 0,74 0,61
-ectura blanco | 5 69 0,69 0,86 0,56
Desvio Sefial 0,12999573 | 0,09020963 | 0,0989332 | 0,11525816
Promedio Sefial |0,641 0,694 0,711 0,688
LOD 1,03098718 | 0,9646289 |1,0077996 |1,03377449|1,01 ppm

2.2) Rango aplicable.

Linf=LOD= 1,01 ppm

LSup= 8ppm
2.3) Bias.
. BIAS

Ca |Co |Bias | ppomEDIO
18 |17.6 |-2,22
18 (183 |1,67
18 (18,32 |1,78
18 (17 |-556
18 184 |2.22

’ ’ -2.43

18 |18,8 (4,44
18 |19,1 |6,11
18 (17,6 |-2,22
18 18,5 |2,78
18 |12 -33,33
8 7,6 -5,00

8 7,4 -7,50

8 8,5 6,25 0,04
8

8

8,9 11,25
7,53 |-5,88
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8 |77 -3,75
8 |8 0,00
8 |89 11,25
8 |8 0,00
8 |75 -6,25
19 |2 5,26
19 |21 10,53
1,9 |1,97 |3,68
19 |21 10,53
1,9 |1,87 |-1,58
19 |2 5,26 5:26
19 (1,85 |-2,63
1,9 |1,81 |-4,74
19 |21 10,53
19 (2,2 15,79
2.4)  Precision.
2.4.1) Repetibilidad
5 ppm 1,9 ppm 0,5 ppm
1 5.2 1,92 0,5
2 4,9 1,8 0,5
3 5,13 1,69 0,6
4 4,3 1,9 0,57
5 4,5 1,87 0,5
Promedio | 4,806 1,836 0,534
Desv est. | 0,39329378 | 0,09343447 | 0,04774935
n 5 5 5
CV % 8,18339125 | 5,08902337 | 8,94182501
2.4.2) Precision intermedia
Reéplica |F-(ppm) |F-(ppm) |F-(ppm) |F-(ppm)
1 2,30 2,09 2,30 2,05 n dias 4
2 1,85 1,88 2,01 1,98 Promedio 1,99
3 1,92 1,78 1,99 1,87 n 20
4 2,10 1,96 1,92 1,90 Desvi6 Estandar |0,13628144
5 1,93 2,04 2,00 1,85 CV% 6,86




2.5) Recuperacion.
ggrl%ada Conc |Conc Recup. Recup. _
mtra |mtratst promedio
(Ppm)
1 0,7 1,6 90
1 0,7 1,67 97
1 0,7 1,69 99
1 0,7 1,72 102 96,86 %
1 0,7 1,54 84
1 0,7 1,64 94
1 0,7 1,82 112
2 0,7 2,75 102,5
2 0,7 2,5 90
2 0,7 2,69 99,5
2 0,7 2,32 81 94,64 %
2 0,7 2,56 93
2 0,7 2,74 102
2 0,7 2,59 94,5
5 0,7 5,64 98,8
5 0,7 5,9 104
5 0,7 5,2 90
5 0,7 5,32 92,4 94,46 %
5 0,7 54 94
5 0,7 5,12 88,4
5 0,7 5,38 93,6

3) Matriz AGUA

3.1) Limite de deteccion (LOD) expresado como ppm de F~.
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Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
Lecturablancol |0,1 0,09 0,08 0
Lectura blanco2 0,2 0 0,1 0,15
Lectura blanco 3 0,1 0,2 0,2 0,12
Lectura blanco4 0,1 0,15 0,14 0,2
Lectura blanco 5 0 0,12 0,2 0,19
Lecturablanco6 |0,1 0,1 0,2 0,08
Lectura blanco 7 0,2 0 0,12 0,1
Lectura blanco 8 0,2 0 0,2 0,1
Lecturablanco9 0,2 0,19 0 0
Lectura blanco 10 |0 0,2 0,13 0,1
Desvio Senal 0,07888106 | 0,08222598 | 0,06634087 | 0,06769211
Promedio Sefial 0,12 0,105 0,137 0,104
LOD 0,35664319 | 0,35167793 | 0,33602261 | 0,30707634 | 0,34 ppm




3.2) Rango aplicable.

LInf = LOD = 0,34 ppm
Lsup = 8 ppm

3.3) Bias.

BIAS
PROMEDIO

Q)
)

Co BIAS

8,51 (6,38
8,01 |0,12
8,46 (5,75
7,7 |-3,75
8,94 (11,75
7,56 |-5,50
8,34 (4,25
8,36 |4,50
8,52 (6,50
7,25 |-9,38

2,06

[ecRNecl Nool ool Nool Nook oo} Nool Noo)

(o]

=
©

1,7 |-10,53
2,05 (7,89
2,04 |7,37
1,94 |2,11
1,68 |-11,58
1,8 |-5,26
15 |[-21,05
1,93 |1,58
2,24 17,89
2,14 (12,63

=
©

=
©

=
©

=
©

0,11

=
©

=
©

=
©

=
©

=
©

o
o]

0,8 0,00
0,79 |[-1,25
0,7 |-12,50
0,77 |-3,75
0,86 (7,50
0,65 |-18,75
0,76 |(-5,00
0,77 |-3,75
0,83 (3,75
0,8 0,00

o
o]

o
o]

o
o]

o
o]

-3,38

o
o]

o
o]

o
o]

o
o]

o
o]




3.4)

Precisiéon

3.4.1) Repetibilidad

5 ppm 1,9 ppm 0,5 ppm
1 4,3 1,85 0,56
2 4,9 1,69 0,48
3 5 1,84 0,5
4 5,6 1,96 0,5
5 4,62 2 0,44
Promedio |4,884 1,868 0,496
Desv est. |0,48402479 |0,12111978 |0,04335897
n 5 5 5
CV % 9,91041754 |6,48392802 |8,74172717
3.4.2) Precisién intermedia
Réplica | F-(ppm) | F-(ppm) | F-(ppm) | F-(ppm)
1 3,15 2,4 3,1 3,05 n dias 4
2 3 2,6 2,65 2,96 Promedio 2,94
3 2,98 2,8 3,16 3,1 n 20
4 3,5 3,2 2,4 2,98 Desv. Est. 0,28422147
5 2,6 2,9 3,2 3 CV% 9,68
3.4) Recuperacion
s "Jconcmua [Sone | [recup. [eeue
0,5 2 2,41 82
0,5 2 2,33 66
0,5 2 2,39 78
0,5 2 2,6 120 90,57 %
0,5 2 2,52 104
0,5 2 2,43 86
0,5 2 2,49 98
1 2 2,79 79
1 2 2,84 84
1 2 3,05 105 93,71 %
1 2 3 100
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1 2 2,96 96

1 2 29 90

1 2 3,02 102

2 2 4 100

2 2 4 100

2 2 4 100

2 2 3,95 97,5 99,29 %
2 2 3,98 99

2 2 3,97 98,5

2 2 4 100

5 2 6,99 99,8

5 2 7 100

5 2 7,02 100,4

5 2 7 100 102,26 %
5 2 6,98 99,6

5 2 7,3 106

5 2 7,5 110
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