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"No hay ninguna diferencia fundamental entre el hombre y los animales en su capacidad de

sentir placer y dolor, felicidad y miseria".

- Charles Darwin
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RESUMEN

El presente estudio fue realizado para evaluar la composicién mineral y capacidad de adsorcién
de doce productos comercializados en México como adsorbentes para aflatoxinas (AFs),
comparados con un adsorbente bajo investigacion, atn no disponible comercialmente. Las
muestras analizadas fueron etiquetadas de C-1 a C-12 y se analiz6 el adsorbente Novasilect®
AF como referencia. La composicién mineral fue determinada por difraccion de rayos X (DRX).
Para evaluar la capacidad como adsorbente de AFB1, se llevaron a cabo andlisis de isotermas de
adsorcion por triplicado en diluciones de 0.4, 0.8, 1.6,2.4,3.6,4,4.8,5.6,6.4,7.2, 8 mg AFBi/L
H>O. Se evalu¢ la capacidad de adsorcion de las muestras C-3, C-5, C-12 y Novasilect® AF en
dosis de 105 y 420 mg de material adsorbente en soluciones digestivas con liquido ruminal (LR)
en un simulador de digestibilidad y determinacién de AFs presentes mediante cromatografia de
liquidos. Los patrones de DRX mostraron la presencia de picos compatibles con esmectitas en
diez muestras (C-1, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-11 y Novasilect® AF), mientras que
el resto de las muestras solo mostraron la presencia de materia organica (pared celular de
levadura y B-glucanos). Las isotermas de adsorcion para AFB; mostraron que las muestras
Novasilect® AF y C-5 tuvieron la mayor capacidad de adsorcién (Qmax) de 0.38 y 0.3 mol/kg,
respectivamente mientras que C-12 tuvo el valor més bajo de 0.04 mol/kg. Los patrones del
equilibrio isotérmico fueron ajustados a un modelo de ecuacion tipo Langmuir para ser
comparados. Las muestras Novasilect® AF y C-5 mostraron un patrén compatible con la
ecuaciéon Langmuir-2 (R?= 0.99, ambas) mostrando un proceso saturable, lo que sugiere una
interaccion estable. Mientras que C-12 mostré una tendencia lineal, compatible con un modelo
Freundlich (R?= 0.96) que sugiere una interaccién débil entre el adsorbente y AFs. Las
simulaciones digestivas con LR mostraron que los adsorbentes Novasilect® AF y C-5 tuvieron
una capacidad de adsorcién significativamente (p<0.05) mayor que las muestras C-3 y C-12,
ambas de origen organico. Entre las muestras Novasilect® AF y C-5 no hubo una diferencia
significativa (p>0.05). Los adsorbentes que contienen esmectitas tuvieron una mayor capacidad
de adsorcién y mostraron un proceso saturable que sugiere una fuerte interaccion entre AFBy

el agente adsorbente.

Palabras clave: Adsorbentes, Aflatoxinas, Dietas animales, Liquido ruminal.

Xiii



ABSTRACT

The present study was conducted to evaluate the mineral composition and adsorption capacity
of twelve products marketed in Mexico as adsorbents for aflatoxins (AFs), and were compared
with an adsorbent under investigation, not yet commercially available. The samples analyzed
were labeled from C-1 to C-12 and the Novasilect® AF adsorbent was analyzed as a reference.
The mineral composition was determined by X-ray diffraction (XRD). To evaluate the capacity
as an AFB; adsorbent, analysis of adsorption isotherms was carried out in triplicate with
dilutions of 0.4, 0.8, 1.6, 2.4, 3.6, 4, 4.8, 5.6, 6.4, 7.2, 8 mg AFB; / L. H,O. The adsorption
capacity of samples C-3, C-5, C-12 and Novasilect® AF included at a dose of 105 and 420 mg,
was evaluated in digestive solutions with ruminal fluid (RF) in a digestibility simulator and
determination of AFs was done by liquid chromatography. The XRD patterns showed the
presence of peaks compatible with smectites in ten samples (C-1, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-9,
C-10, C- 11 and Novasilect® AF), while the rest of the samples only showed the presence of
organic matter (yeast cell wall and B-glucans). The adsorption isotherms for AFB; showed that
Novasilect® AF and C-5 samples had the highest adsorption capacity (Qmax) of 0.38 and 0.3
mol/kg, respectively. While C-12 had the lowest value of 0.04 mol/kg. The isothermal
equilibrium patterns were adjusted to a Langmuir type equation model in order to be compared.
The Novasilect® AF and C-5 sample showed a pattern compatible with the Langmuir-2 equation
(R? = 0.99, both) showing a saturable process suggestive of a stable interaction, while C-12
showed a linear trend compatible with a Freundlich model (R? = 0.96) suggestive of weak
interaction between the adsorbent and AFs. The digestive simulations with RF showed that the
Novasilect® AF and C-5 had a significantly higher adsorption capacity (p<0.05) than the
samples C-3 and C-12, both of organic origin. There was no significant difference between the
Novasilect® AF and C-5 sample (p>0.05). The adsorbents containing smectites had a higher
adsorption capacity and showed a saturable process that suggests a strong interaction between

AFB, and the adsorbent.

Key words: Adsorbents, Aflatoxins, Animal diets, Ruminal fluid.
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1. INTRODUCCION

Las condiciones de almacenamiento de los granos y cereales, entre otros insumos, juegan un
papel importante en la contaminacién por micotoxinas, producidas principalmente por hongos
filamentosos que prevalecen en condiciones de humedad y oscuridad. Las aflatoxinas (AFs) son
micotoxinas producidas por los hongos del género Aspergillus spp. (Xu et al. 2016). Aflatoxina
B1 (AFB)) es una toxina carcinogénica que esté clasificada dentro del grupo 1 segin la Agencia
Internacional para la Investigacion en Céncer (International Agency for Research on Cancer-
IARC, 2002). Los animales, al igual que los humanos estin altamente expuestos a la
contaminacion con AFs (Grant & Phillips 1998; Dakovi¢ et al. 2008) y la principal fuente de
exposicion es mediante el consumo de granos y cereales contaminados por cepas aflatoxigénicas

de Aspergillus spp. (Monge et al., 2016).

El consumo de alimento altamente contaminado con AFs refleja cuantiosas pérdidas econémicas
en las especies de produccion y subproductos de origen animal, causando problemas de salud
como inmunosupresion, anorexia, pérdida de peso, problemas reproductivos, etc. Los cerdos y
aves son especies muy susceptibles. Sin embargo, el ganado lechero también es severamente
afectado por el consumo de alimento contaminado con AFs, secretando sub-metabolitos como
AFM; a través de la leche, después de su metabolismo hepatico (Fu et al., 2013; Grant &
Phillips, 1998; Rawal et al., 2010).

En nuestro pais, la NOM-188-SSA1-2002 (Norma Oficial Mexicana) se encarga de regular la
presencia de AFs totales en granos y cereales para consumo humano y animal describiendo que
insumos contaminados con concentraciones mayores a 20 pg/kg son destinados tinicamente para
consumo animal, siendo 100 pg/kg su limite permitido para ganado bovino lechero o en
reproduccién y hasta 300 pg/kg para ganado bovino de engorda en etapa de finalizacion. La
regulacion de AFM; en productos lacteos por la NOM -243-SSA1-2010 permite hasta 500
ng/kg, mientras que la Comision Europea (2006) permite un maximo de 50 ng/kg en productos

lacteos.

Se han desarrollado gran cantidad de estrategias para reducir la exposicién a micotoxinas, asi
como algunas otras para reducir los efectos téxicos de algunas después de su ingestion. La
inclusién de adsorbentes en las dietas para animales ha sido una estrategia eficiente y de bajo
costo (Phillips et al., 1988). Existen agentes adsorbentes minerales y organicos, asi como multi-

1



modulares que consisten en una combinacién de ambas estrategias. Minerales arcillosos, como
las esmectitas (e.g. montmorillonita) y el carbén activado poseen propiedades como adsorbentes
de micotoxinas (Kubena et al., 1990; Phillips et al., 1988). Los adsorbentes organicos, son
principalmente compuestos de pared celular de levaduras que también han sido reportados como
adsorbentes de multiples micotoxinas, aunque con evidencia mds limitada (Yiannikouris et al.,
2006). Las bentonitas naturales, como las montmorillonitas cdlcicas y s6dicas muestran una alta
afinidad hacia AFB, demostrando ser muy eficaces in vitro e in vivo en la reduccién de los
efectos nocivos relacionados con la exposicion a AFB1, asi como en la reduccién de la secrecion
de sus metabolitos, como AFM; (Magnoli et al., 2011; Marroquin-Cardona et al., 2009; Miazzo
et al., 2005; Rosa et al., 2001). Los componentes en las dietas de los animales de producciéon
pueden afectar la eficacia de los adsorbentes de AFs (Monge et al., 2016). Las condiciones
digestivas en el caso de los rumiantes, el liquido y contenido ruminal pueden ayudar a degradar
parte de las AFs consumidas (Moschini et al., 2008). Los andlisis de isotermas de adsorcion son
de los métodos maés eficaces para investigar la capacidad de adsorcion superficial de los
adsorbentes (Grant & Phillips, 1998). Se han realizado estudios de isotermas de adsorcién in
vivo para demostrar que el sitio de unién de algunos adsorbentes con AFBj, es principalmente
en el tracto gastrointestinal, reduciendo la biodisponibilidad de AFB; hacia el higado, entre otros
organos y facilitando su excrecion (Phillips, 1999; Phillips et al., 2002). La utilizacién de
modelos in vitro para simular la digestiéon de animales rumiantes y no rumiantes ha sido una
herramienta que ayuda a la pre-seleccion de posibles agentes adsorbentes (Gallo & Masoero,
2009) y se han propuesto ya diversas ecuaciones para modelar el patron de adsorcion de

compuestos en soluciones acuosas a las superficies de algunos sélidos (Kinniburgh, 1986).



1.1. Objetivo general

Caracterizar trece productos adsorbentes de AFs de acuerdo con su composicion fisica, quimica
y mineraldgica, y determinar su capacidad de adsorcion para aflatoxinas en andlisis de isotermas
de adsorcidn, simulaciones digestivas con liquido ruminal y deteccién de aflatoxinas mediante

cromatografia liquida de ultra desempeifio (UPLC).



1.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar las propiedades fisicas de los adsorbentes mediante andlisis de volumen de
expansion (Vex) y andlisis granulométrico para separar las porciones de arena, limo y arcilla
presentes en los adsorbentes.

2. Caracterizar las propiedades quimicas de los adsorbentes mediante andlisis de reaccion a
HCI, H>0; y con mediciones de pH y conductividad eléctrica (CE).

3. Caracterizar la composicion mineral de los adsorbentes mediante difracciéon de rayos X
(DRX).

4. Determinar la capacidad médxima de adsorcién (Qmax) de los adsorbentes y un pardmetro de
afinidad (Kd) para AFB, mediante isotermas de adsorcion y determinacion de absorbancia con
espectrofotometria de luz UV.

5. Obtener liquido ruminal de vacas lecheras para determinar la efectividad de los adsorbentes
usando simulaciones digestivas con liquido ruminal y alimento contaminado con AFs.

6. Determinar las AFs en el liquido ruminal después de las simulaciones digestivas mediante

cromatografia de liquidos (UPLC).



1.3. Hipotesis

Los productos que contienen esmectitas como ingrediente activo tienen una mayor efectividad

como adsorbente para aflatoxinas en isotermas de adsorcion y en simulaciones digestivas con

liquido ruminal.



1.4. Justificacion

El consumo de alimento contaminado con AFs tiene efectos muy perjudiciales en la salud de
humanos y animales. En los animales de produccién se refleja con cuantiosas pérdidas
econdmicas y reduccién en la ganancia de peso, inmunosupresion, problemas reproductivos y

baja produccioén lactea.

La excrecion del metabolito AFM; en la leche representa un potencial riesgo de exposicion para
los seres humanos a través de los productos licteos, y debido a que las moléculas de AFs son
termoestables, prevalecen ain después de los procesos de pasteurizacion y ultra-pasteurizacion.
Investigaciones previas sugieren que la inclusién de enteroadsorbentes en las dietas para
animales disminuye la biodisponibilidad de las AFs, ya que forman complejos adsorbente-AFs
que reduce la tasa de absorcion en el tracto gastrointestinal. La inclusion de enteroadsorbentes
en las dietas para animales se considera una estrategia efectiva y de bajo costo para reducir los

efectos nocivos de las AFs y otras micotoxinas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Aflatoxinas

En Inglaterra, en el afio 1960 surgi6 una “nueva” enfermedad que afecté al menos 100,000 pavos
jovenes mostrando una mortalidad del 100% y cuyo agente patégeno no pudo ser aislado
satisfactoriamente. Los hallazgos histopatoldgicos como necrosis hepdtica, cambio graso e
hiperplasia de los conductos biliares fueron atribuidos a dicha enfermedad, denominada
“Enfermedad X de los pavos”. La patologia se asocié al consumo de harina de cacahuate
proveniente de Brasil que tenia presencia de hongos posiblemente productores de micotoxinas

(Wannop, 1961).

El término “aflatoxina” consiste en una palabra compuesta, “a” del género Aspergillus, “fla” de
la especie flavus (primer especie a la cual se asocid), y “toxina” de toxicum que en latin significa

veneno.

2.1.1 Biosintesis

La biosintesis de las AFs estd mediada por la composicion nutritiva del sustrato donde crece el
hongo, en el caso de la especie Aspergillus flavus, se ha observado que los aziicares como
glucosa, fructosa y sacarosa incrementan la sintesis de aflatoxinas (Buchanan, R. L. and Lewis,

1984).

Las aflatoxinas principales estdn formadas por el mismo precursor, versiconal hemiacetal
acetato, que se forma a partir de acetato y cuyas unidades se convierten en un policétido que
posteriormente es metabolizado en una xantona. Mediante varios procesos enzimaticos, puede
ser intermediario versicolorina A (VA) o versicolorina B (VB). VA puede ser convertida en
esterigmatocistina (ST), mientras que VB puede ser convertida en dihidroesterigmatocistina
(DHST). La ST se puede metabolizar a AFB1 y AFG1, para posteriormente ser biotransformada
en AFM1. AFB> y AFG: son formadas a partir de la DHST, y a su vez pueden formar AFMo.
AFB; mediante otros procesos puede ser transformada en AFB» y viceversa (Figura 1) (Yu et

al., 2004).



En la biosintesis de AFs ocurren aproximadamente 23 reacciones enzimaticas en las que se
involucran 15 intermediarios que han sido identificados y bien definidos estructuralmente
(Bhatnagar, Yu, & Ehrlich, 2002). Han sido secuenciados al menos 25 genes involucrados en la
mayoria de los pasos de introconversion, confirmados por su disrupcion génica y algunos
estudios enzimaticos. Estos genes se encuentran agrupados en una regién de ADN de 70 kb
cercana al telémero del cromosoma 3 de Aspergillus (Georgianna & Payne, 2009; Yu et al.,

2004).
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Figura 1. Pasos importantes de la biosintesis de AFB1, G1, B2, G2, M1y M2. Cada una de las flechas representa

mas de un proceso enzimatico (Brise et al., 2013).



2.1.2 Caracteristicas quimicas

La estructura quimica de las AFs estd compuesta por un anillo dihidrofurano, unido a una
cumarina y a una pentona o un anillo ciclohexanoico, dependiendo el tipo de AF, el grupo es
llamado dihidro-furano-cumarinas (Chang et al., 1963). A su vez, este se divide en dos
subgrupos (Figura 2), las difuranocumarinas-ciclopentanonas (compuesto por AFB, B2, My,
M, P1, Q1 y aflatoxicol) y el subgrupo de las lactonas-difuranocumarinas (compuesto por AFGy,
G2 y G2a). La existencia de un nucleo difurano confiere a las moléculas de AF una gran rigidez,

lo que favorece la interaccioén con algunos componentes celulares (Palmgren & Hayes, 1987).

Se han detectado alrededor de 20 tipos diferentes de AFs, siendo AFB; la mds carcindgena,

mutigena y teratdgena. A partir de AFB; se sintetizan naturalmente AFB>, Gi y Ga.

. 0
Cumarina

0
jg Pentanona
ﬁ

Difurano
Afiatoxina B,

Aflatoxina M,
Figura 2. Estructuras quimicas de AFB1 y AFM1. (Elaborado por R.S.T.E. con Accelrys®)

Las otras AFs (M1, M2, Pi1, Qi1, G2a, B2a y aflatoxicol) son hidroxilados producidos por el
metabolismo animal o microbiano (Soriano del Castillo, 2007). En estado natural, son polvos
cristalinos termoestables que se descomponen al alcanzar su punto de fusién (B1 268-269°C, B2

286-289°C, G 244-246°C, G2 237-240°C, M 299°C, M 330°C) (Carvajal, 2013).

2.1.3 Efectos biologicos

El grupo de compuestos al que pertenecen las AFs estd involucrado en un potencial riesgo para

la salud humana y animal, se han realizado considerables esfuerzos para investigar e informar



acerca de los riesgos que implica el consumo de alimentos contaminados con esta micotoxina.
En los casos en que se consumen dosis altas causan un padecimiento agudo, que resulta en
algunas alteraciones histoldgicas. La exposicion crénica, consistente en dosis bajas por periodos
prolongados, han resultado en el desarrollo de tumores en algunas especies animales (Wogan,

1966).

El envenenamiento con AFs es llamado “aflatoxicosis”, se ha reportado que principalmente
causa lesiones hepdticas, esto depende de la dosis, especie, sexo y estado nutricional (Tabla. 1).
Se ha reportado que la exposicion cronica a las AFs causa toxicidad a nivel embrional y en
general los animales jovenes son los mas afectados. Algunas de las manifestaciones clinicas son
trastornos digestivos, infertilidad, baja eficiencia alimenticia, anemia e ictericia. Este tipo de
problemas de salud afecta directamente la produccién agropecuaria, por ejemplo, en aves de
postura hay descenso importante en la produccion de huevo y en ganado lechero se muestra
disminucién en la cantidad y calidad de la leche producida, ademds de los decomisos que
merman la produccién debido a la presencia de AFM; y AFMo, las cuales no pueden ser
eliminadas mediante los métodos de pasteurizacién y ultra-pasteurizacion. Esto se refleja en
problemas de salud en los animales domésticos (Tabla 1) y refleja cuantiosas pérdidas

econOmicas para los productores (Dhanasekaran et al., 2011).

Tabla 1. Dosis letal media de AFB1 en animales domésticos.

Especie Edad o peso  LDso (mg/kg PC)

Gatos - 0.55
Cerdos 6-7 kg 0.62
Pavos - 0.5-1.0
Perros Cachorros 0.5-1.1
Bovinos Becerros 0.5-1.2
Cuyos - 1.4-2.0
Caballos Jovenes 2.0
Ovejas Jovenes 2.0
Pollos Jovenes 6.5-16.5

LDso: Dosis letal media. PC: Peso corporal. (Dhanasekaran et al., 2011)
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2.1.4 Exposicion, absorcion y distribucion

La principal via de exposicion es mediante la ingestion de alimento contaminado con AFs, pero
también existe la exposicién por inhalaciéon de polvo durante la molienda de granos. La
exposicién via respiratoria en ocasiones puede ser mds rapida, ya que puede pasar casi
directamente al torrente sanguineo. Después de ser ingerida, AFB; es absorbida en el tracto
gastrointestinal mediante difusiéon pasiva, por su alta liposolubilidad no requiere de
transportadores ni bombas y su bajo peso molecular permiten que su absorcion sea muy eficiente
(Roebuck & Maxuitenko, 1994), después pasa al torrente sanguineo via portal y una porcion se
une a algunas proteinas plasmaéticas que evitan su difusion, otro porcentaje de AFB; queda libre
en circulacion sanguinea y es capaz de atravesar las membranas capilares y llegar a algunos
6rganos como pulmones, riflones, masa muscular y principalmente al higado, el cual es el 6rgano

blanco para metabolizar AFB; (Im et al., 1996; Valencia-Quintana et al., 2012).

2.1.5 Metabolismo

Al ocurrir su absorcién, la concentracion mds alta de AFB; es en el higado, donde es

biotransformada por accién enzimdtica en un proceso de dos fases:

Fase I: La toxina es metabolizada por enzimas microsomales, presentes en los hepatocitos
mediante procesos de hidroxilacion, hidratacion, desmetilacion y epoxidacién. La hidroxilacion
de AFB; en el carbono C4 o C22 da origen a AFM1 y AFQ1, respectivamente. La hidratacion de
doble enlace en carbono C2-C3 da lugar a la formaciéon AFB2,, que se forma en algunas especies
de aves. La desmetilacion da origen a AFPy, la epoxidacién da origen a AFB-ep6xido, mientras
que el aflatoxicol es producido por un complejo citoplasmdtico de una enzima reductasa

(Patterson & Roberts, 1970).

El citocromo P450 (CYP) constituye una familia de enzimas muy importante que es capaz de
catalizar la biotransformacion oxidativa de la mayoria de los xenobioéticos lipofilicos (Zanger &

Schwab, 2013), por lo cual son esenciales para el metabolismo de las AFs.

La AFB, es bioactivada mediante enzimas del CYP450, formando un metabolito electrofilico

altamente reactivo e inestable, que reacciona con el ADN produciendo una alquilacién. El
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metabolito formado, aflatoxina-8,9-ep6xido (AFBO) tiene la capacidad de formar aductos con
la guanina presente en el ADN, mismo que se nombra como 8,9 -dihidro-8-(N7-guanil)-9-
hidroxiaflatoxina B; (AFB;-N7-guanidina), formdndose entonces AFB;-formamidopirimidina
(AFB-FAPY), una molécula bioquimicamente més estable que AFBO, debido a la apertura del
anillo imidazol. AFB-FAPY tiene la capacidad de causar errores transcripcionales subsecuentes
del ADN vy puede estar presente por mds de una ronda de replicacién del ADN. Debido a esto
se le considera importante durante la carcinogénesis, dando lugar a una transversion G — T en
la tercera base del codén 249 del gen p53 (Do & Choi, 2007; Eaton & Gallagher, 1994; Ferguson
& Philpott, 2008; Gross-Steinmeyer & Eaton, 2012).

Fase II: Esta forma de epdxido puede conjugarse con glutatién para continuar con su via de
detoxificacién y posterior eliminacion, o bien puede ser hidrolizada por una epéxido-hidrolasa
y generar un hidrodiol (AFB.8-9-dihidrodiol), compuesto que reacciona fuertemente con
proteinas y genera efectos citotoxicos. Al contrario de este proceso, el epéxido puede conjugarse
con glutatién y ser eliminado en orina, o la AFB; puede no sufrir epoxidacion, sino adicién de
grupos OH" y una posterior conjugacion con sulfato o dcido glucorénico neutralizaria los efectos

toxicos de la molécula.(Eaton & Gallagher, 1994).

Los complejos enzimaticos del CYP450, especificamente el CYP1A2 y 3A4 son capaces de
oxidar las formas reactivas de AFB1, la AFB; endo-8,9-epoxido y AFB; ex0-8,9-epoxido (mds
toxico) a formas no activas que no son sustratos optimos para la epoxidacion, siendo AFM; uno

de ellos (Gallagher et al., 1996; Guengerich et al., 1996).

2.2 Enteroadsorbentes de AFB1

La inclusién de enteroadsorbentes en dietas animales como estrategia para reducir los efectos
toxicos de algunas micotoxinas se ha probado desde hace tiempo (Phillips et al., 1988), algunos
adsorbentes contienen arcillas cuyos componentes minerales tienen la capacidad de ligar las
toxinas a sus moléculas, formando macromoléculas mds complejas que evitan la absorcién de
las AFs en el tracto gastro-intestinal (TGI). Las bentonitas naturales, como la montmorillonita
de calcio han demostrado ser una estrategia eficaz en la reduccién de los efectos nocivos

relacionados con la exposicion a AFBi, asi como en la reduccién de la secrecion de sus
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metabolitos, por ejemplo AFM; (Marroquin-Cardona et al., 2009). Diferentes tipos de
bentonitas muestran una alta afinidad con AFB; in vivo (Magnoli et al., 2008) e in vitro

(Magnoli et al., 2011; Masimango et al., 1978; Miazzo et al., 2005).

Por otro lado, existen los adsorbentes de origen organico, tal como la pared celular de levaduras,
cuyos componentes se sugiere que forman complejos no-covalentes con las micotoxinas y del
mismo modo son eliminados a través del TGI (Valencia-Quintana et al., 2012; Yiannikouris et
al., 2006). También existen productos que combinan ambas estrategias, denominados

adsorbentes multi-modulares.

2.2.1 Mecanismo de accion de enteroadsorbentes
2.2.1.1 Adsorbentes minerales

La estructura molecular de estos minerales aluminosilicatos (Figura 3) puede ser conformada
por ldminas simples o multiples, formando 4dtomos con una coordinacion tetraédrica (T) y
octaédrica (O), estas estructuras estdn unidas mediante puentes de hidrogeno o por fuerzas de
Van der Walls. Este tipo de arcillas se caracterizan por su alta sensibilidad a presentar algunas
sustituciones isomorficas en las ldminas T y O generando cargas negativas, por consiguiente las
esmectitas tienen una carga negativa alta y un elevado grado de expansion (Daza & Gallego,

2011).

El modo de accién sugerido es mediante un mecanismo aceptor de electrones, debido a la carga
negativa de sus estructuras que permiten la atraccién de iones cargados positivamente, tales
como Na*, Ca**, K* y atin m4s importante, el sistema dicarbonil-p de AFB; conformado por los

carbonos C1 y C11, estableciendo asi una unién electrofilica (Phillips et al., 2008).
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Figura 3. Estructura de esmectita (montmorillonita), con sus laminas tetraédricas (Aluminio) y octaédricas
(Silicio) y presencia de cationes intercambiables de Na* y Ca**. Imagen modificada a partir de Deng et al.,

(2010).
2.2.1.2 Adsorbentes organicos

Hay investigaciones que sugieren que los componentes (mananos, glucanos y glucomananos)
de la pared celular de levaduras como Saccharomyces cerevisiae, tienen la capacidad de
interactuar con algunas micotoxinas como AFB, deoxinivalenol y patulina. Estas interacciones
consisten en la formaciéon de complejos que no son absorbidos en el TGI y resisten las
condiciones digestivas de pH y enzimas para ser eficientemente eliminadas (Yiannikouris et al.,

2006).

2.2.2 Interacciones con nutrientes

Arcillas como los aluminosilicatos hidratados de sodio y calcio (HSCAS), son de las mads
investigadas como adsorbentes para AFs. Su inclusion en las dietas para animales representa un
riesgo cuando su uso es indiscriminado o se exceden las dosis recomendadas. Estudios sugieren

que la inclusion de 0.5-1% de arcilla en la dieta no representa alteraciones significativas con
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nutrientes, sin embargo existe una ligera reduccién en la utilizacién del zinc con inclusiones
>1% de HSCAS (Phillips, 1999). La inclusién de 0.5-2% de HSCAS en la dieta disminuye
significativamente los efectos nocivos causados por AFs en aves, cerdos, ovejas, asi como
disminucién en la presencia de AFM; en leche de bovinos y cabras (Kubena et al., 1998) por lo

que sus efectos benéficos superan los negativos.
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3. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en los laboratorios de Toxicologia y de Nutricion Animal de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

3.1. Fase 1. Caracterizacion

Se realiz6 la colecta de trece productos adsorbentes de micotoxinas, para determinar sus
caracteristicas fisicas, quimicas, y mineralégicas, asi como determinar su capacidad de
adsorcién para AFB; in vitro. Doce de estos productos estdn disponibles comercialmente en

Meéxico y uno de ellos (C-5) bajo investigacion en el actual estudio.

La muestra Novasilect® AF fue analizada como referencia de adsorbente mineral, el resto de
las muestras fueron etiquetadas de C-1 a C-12 y fueron caracterizadas de acuerdo con sus
propiedades fisicas, tales como andlisis granulométrico y andlisis de volumen de expansion

(Vex).

3.1.1 Caracterizacion fisica
3.1.1.1 Analisis de humedad

En platos de aluminio previamente pesados (WI) se pesaron 10 g (W2) de cada una de las
muestras individualmente. Los platos con las muestras fueron puestas en la estufa de secado
(Precision, Thermo Scientific®) a 105°C durante 12 h, posteriormente la muestra fue enfriada a
temperatura ambiente de 25°C en un desecador de acrilico (Nalgene®), 2 h después se registro
el peso de las muestras secas (W3), todos los pesos fueron registrados con una balanza analitica
(Adventurer, OHAUS®). El porcentaje de humedad en las muestras fue calculado con la

férmula:

w 3
0, - 0
Humedad % = 3 1X 100%
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3.1.1.2 Anadlisis de granulometria

Para poder fraccionar los diferentes tamafios de particula fue requerido hacer el proceso en base
himeda, se afiadieron 50 mL de Na>COs (carbonato de sodio)(Fisher Chemical®) pH 10 como
agente dispersante, a cada una de a las muestras (10 g) en botellas para centrifuga de 250 mL
(Nalgene®), el adsorbente fue homogenizado completamente con el agente dispersante y
posteriormente fue filtrado con un cedazo de 53 um (#270, Fisherbrand®), dejando en la malla
la fraccidon de arena presente en la muestra (>53 um) y quedando en la solucidn resultante las
fracciones de limo (<53 um) y arcilla (<2 pm). Para separar la porcion arcilla del limo se utiliz6
una centrifuga (SL-16, marca Thermo Scientific®), fueron realizados los cdlculos para
centrifugacion con ayuda de la ecuacion correspondiente a la “Ley de Stokes™ para fraccionar

particulas:

t = tiempo (min)

-1
= viscosidad (cm/seg)

_ 2 r? (an)zx(Pp - Pf) S= distancia del fluido al eje de rotacion (cm)
s = 6 n R= distancia final a la posicion de la particula (cm)
N=rpm
d= diametro de la particula (um)

6.299 x 10°n * log(%)
d*N2(P, — Py)

3
¢ = Pp: densidad de la particula (g/cm )

3
P fa densidad del fluido (g/cm )

Posteriormente se recuperd la porcion sobrenadante (arcilla) y el precipitado (limo) por separado
por medio de un sifén (Figura 4). Las tres fracciones de la muestra, arena, limo y arcilla fueron
secadas a 105°C en platos de aluminio, en la estufa de secado antes utilizada. Se realizaron los

célculos necesarios para determinar el porcentaje correspondiente a cada una de las fracciones.
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Figura 4. Analisis de granulometria. Las flechas color rojo indican el sobrenadante donde se encuentra la
fraccion de arcilla (< 2pm), las flechas azules indican el precipitado donde se encuentra la fraccion de limo

(< 53um).

3.1.1.3 Analisis de volumen de expansion

Se realiz6 basado en el método descrito por Marroquin-Cardona et al. en 2009 donde fueron
medidos 5 cm?® de cada agente adsorbente en probetas graduadas de 25 mL, posteriormente se
afiadi6 agua destilada hasta cubrir el volumen de 25 mL y fue homogenizada con la muestra y
se dejo reposar por 24 h, posteriormente fue medido el volumen de hidratacién de cada muestra

con ayuda de una regla graduada de 30 cm (Figura 5).

Figura 5. Analisis de volumen de expansion (Vex)
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3.1.2 Caracterizacion quimica
3.1.2.1. Analisis de reaccion a H202 y HCI1

Para determinar la presencia de materia orgdnica y carbonatos se evalud cualitativamente la
respuesta a la exposicién a HxO, y HCI del O al 5, siendo O una reaccion nula y 5 una reaccién
violenta al producto quimico. Para el anélisis fue requerido 1 g de muestra (0.5g para cada
reactivo), 100 mL de HCI 1 M Jalmek® (lote #1425-13) y H2O2 30% Jalmek® (lote #17-2104-
08H14). La reaccion fue evaluada anadiendo gota a gota cada uno de los reactivos. Ambos

reactivos fueron analizados por separado (Deng et al., 2009).
3.1.2.2. Analisis de pH y conductividad eléctrica.

Para estos andlisis, 4 g de muestra fueron pesados y posteriormente se suspendieron en 200 mL
de agua destilada, la suspension fue reposada por 10 min. La medicién de pH fue realizada con
un potencidmetro ORION Star A121 (Thermo Scientific®). La conductividad eléctrica fue
medida con el mismo potenciometro, acoplado a un electrodo epdxico para ORP (ORION

Thermo Scientific®) (Deng et al. 2009).

3.1.3. Caracterizacion mineraldgica
3.1.3.1. Difraccion de rayos X

Fue llevado a cabo por personal del laboratorio de Ecomateriales y Energia del Instituto de
Ingenieria Civil (IIC-UANL), mediante un difractometro de rayos X (D8 Advance, BRUKER®)
para los cuales fueron requeridos 8g de muestra de adsorbente previamente pulverizado. El
andlisis fue llevado a cabo mediante las condiciones especificadas por el fabricante a una
temperatura ambiente de 25°C. Los difractogramas obtenidos fueron analizados mediante el
software DIFFRAC.EVA® y comparados con los parametros correspondientes segun las
tarjetas de referencia de JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) de acuerdo

con el método descrito por Deng et al., (2009).
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3.1.4. Isotermas de adsorcion

Para los anélisis de equilibrio isotérmico fueron requeridos 100 mg de adsorbente suspendidos
en 50 mL de H>0 (grado UPLC), como estdndar se prepard una solucién de AFB; a 8ug/mL, a
partir de la cual fueron preparadas diluciones de 8, 7.2, 6.4,5.6,4.8,4,3.6,2.4, 1.6, 0.8 y 0.4ug
(AFB1)/mL (H20 UPLC). Cada dilucién se realiz6 por triplicados con un volumen de 5 mL por
repeticién, mientras que los controles fueron de 8ug AFBi/mL, H,O, y H>O + agente
adsorbente, respectivamente. A cada triplicado le fue afiadido un volumen de 50 uL (0.1 mg) de
solucion del agente adsorbente y posteriormente fueron sometidos a agitacion (1000 rpm)
durante 60 min mediante un agitador de tubos (IKA®), después fueron centrifugados a 2500
rpm durante 15 min. El sobrenadante resultante fue analizado con un espectrofotémetro de luz
UV (UV-1800 UV-VIS, marca Shimadzu®) para obtener la absorbancia de la muestra. Los
datos obtenidos fueron analizados con una hoja de calculo desarrollada por investigadores del
area (Grant & Phillips, 1998). Fueron obtenidos los valores de capacidad maxima de adsorcion
(Qmax) y constante de distribucion (Kd), utilizados para generar un diagrama de dispersion. Los
datos obtenidos fueron ajustados a una ecuacién de un modelo tipo Langmuir para determinar y

comparar el equilibrio isotérmico en el software Table-Curve 2D para obtener los valores de r°.

Donde:

Kdcw ) Cw: Cantidad de AFB en dejada en solucion

q = Qmax (1 + KdCw

q: la cantidad de AFB  adsorbida por el aditivo

Omax: capacidad mdxima de adsorcion

Kd: Afinidad de la interaccion

3.2. Fase II. Simulacion digestiva

Se compard la capacidad de adsorcion de 4 productos adsorbentes (C-3, C-5, C-12 y
Novasilect® AF) mediante una simulacién digestiva de bovino, utilizando liquido ruminal como
medio de solucién. Estos adsorbentes se seleccionaron en base a efectividad y representando

una arcilla mineral, una orgédnica y una multi-modular. La simulacién digestiva se disefié de
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acuerdo a modificaciones en los métodos utilizados por Moschini et al., (2008) y Spotti et al.,

(2005).
3.2.1. Obtencion de liquido ruminal

El liquido ruminal (LR) se obtuvo de vacas lecheras de raza Holstein, de la unidad de produccién
del campus de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Le6n, en Marin,
Nuevo Leén. La coleccion fue por medio de una sonda oro-ruminal Drench-Mate® (Figura 6).
El liquido ruminal se obtuvo de vacas lactantes, fue depositado en un envase de 4 L y fue
trasladado al laboratorio para su utilizacion. Posteriormente fue filtrado con filtro de gasa para

eliminar solidos presentes.

3.2.2 Simulacién digestiva con LR

Para la fase II del experimento se seleccioné un adsorbente de cada clasificacion: adsorbente
mineral (C-5), adsorbente de origen organico (C-12) y multi-modular (C-3). Adicionalmente se
analiz6 el adsorbente Novasilect® AF que se sabe contiene esmectita de Ca y que es parecido a

NovaSil®, producto del cual se tiene referencia en estudios previos (Moschini et al., 2008).

3.2.2.1. Descripcion de unidad experimental

Las unidades experimentales consistieron en tubos Falcon® de 50 mL de capacidad con 40 mL
de liquido ruminal, 21 g de mezcla de alimento contaminado con 150.98 ng/g AFs totales. La

inclusién de los 4 adsorbentes fue en 2 dosis: 105 mg y 420 mg, correspondientes al 0.5%, y
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2.0% de inclusion de acuerdo con la cantidad de alimento (21 g). Cada unidad experimental se

analiz6 por triplicado con sus respectivos controles.

3.2.2.2. Incubacion

Una vez mezclados los componentes (liquido ruminal, alimento contaminado y adsorbente), las
muestras se incubaron en bafio maria en un simulador de digestibilidad DAISY II (Ankom®)
por 2 h a 39°C en condiciones de CO,. Después de 2 h de incubacion se intervino el proceso
para modificar el pH a 2, afiadiendo HCI 1M y 50 mg de pepsina (Sigma® lote. # BCBW9186
St. Louis, MO), se incubd nuevamente por 2 h con las condiciones antes descritas. Finalmente
se neutralizd6 a pH 7 con Na;COs (J.T. Baker® lote. #095455) y se afiadieron 20 mg de
pancreatina (Sigma® lote. #SLBW3957, St. Louis, MO) y 70 uL de bilis bovina para cada

muestra, nuevamente se incubd por 2 h bajo las mismas condiciones.

3.2.3. Purificacion de AFs de liquido ruminal.

Inmediatamente después de la simulacién digestiva las muestras fueron centrifugadas a 3000
rpm durante 10 min, el sobrenadante (LR) y precipitado (alimento + producto adsorbente) fueron
separados en tubos de 50 mL. La extraccion de las AFs del LR sobrenadante (LRS) se realiz6
mediante columnas de inmunoafinidad AflaTest® (Vicam®) mediante modificaciones en los

métodos recomendados por el fabricante para muestras liquidas.
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3.2.3.1 Columna de inmunoafinidad

Se afiadieron 2 g de NaCl (Fisher Chemical®) a los 40 mL del LRS, agitando vigorosamente
hasta disolver los grdnulos. Se tomaron 10 mL de LRS y se diluy6 con 40 mL de agua
bidestilada, las mezclas se homogenizaron y posteriormente se pasaron a través de filtros de
microfibra de vidrio de 1.5 pm (Vicam®). Se tom6 una alicuota de 5 mL del filtrado resultante y
se depositd en una jeringa de vidrio de 10 mL, después la solucidn se pasé a través de la columna
de inmunoafinidad a un flujo de 1 gota/seg con ayuda de una bomba de aire (Figura 7). La
columna se enjuagd 2 veces con 5 mL de agua bidestilada a un flujo de 2 gotas/seg hasta que el
aire llegd a la columna. Después se eluyo el contenido de AFs con 1 mL de metanol grado HPLC
(TEDIA®) y al final las muestras se sometieron a evaporacién con nitrégeno en un equipo
Evaporator System (Glas-Col®). Las muestras evaporadas fueron reconstituidas en 1 mL de fase
movil de agua/acetonitrilo/metanol (64:18:18) y posteriormente la solucion reconstituida se pasé
a través de filtros para jeringa de 0.2 um (PALL®), depositando el filtrado en viales para

cromatografia.

Figura 7. Purificacion de AFs con columnas de inmunoafinidad.
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3.2.4. Determinacion de AFs por cromatografia de liquidos

La cuantificacion de AFs fue determinada con un equipo de cromatografia liquida ACQUITY
UPLC® (Ultra Performance Liquid Chromatography) H-Class (Waters®, Singapur), acoplado a
un detector de fluorescencia FLR-Detector (Waters®, Irlanda). La columna cromatografica
utilizada fue ACQUITY UPLC® BEH C18 Column 2.1 x 100 mm, 1.7 pm (Waters®) a una
temperatura de 30°C, con una fase mévil de agua:metanol:acetonitrilo (64:18:18) (todos grado
HPLC) a un flujo constante de 0.4 mL/min. El tiempo de corrida para cada muestra fue de 5 min,
se inyectd6 un volumen de 50 puL por muestra. Las cuantificaciones fueron realizadas a una

excitacion de 365 nm y valores de emision de 429 nm (AFB; y B,) y 455 nm (AFG; y G;).

3.2.5. Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se realizé un ANOVA de 2 factores no balanceado con interacciones,
mediante el software SAS® University Edition. Utilizando un procedimiento “PROC GLM” y

realizando un ajuste de comparacién de medias por Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados de caracterizacion fisica

La caracterizacion fisica (Tabla 2) fue util para discernir entre las clasificaciones de adsorbentes
de origen orgdnico y los adsorbentes que contienen arcillas minerales. El andlisis de volumen
de expansién (Vex) determiné la capacidad de hidratacién y el posible catién (Na y Ca>*)
predominante en los espacios interlaminares de las arcillas, pardmetro que no puede ser
determinado correctamente en las muestras de origen orgédnico. Algunas de las muestras que
contenian materia orgdnica mostraron una mayor humedad que las que solo son de origen
mineral. Las muestras C-5, C-10 y C-7 estaban mayormente conformadas por particulas de

arcilla, mientras que la mayoria estaba compuesta en mayor proporcién por particulas de limo

(>53um).

Tabla 2. Resultados de caracterizacion fisica

Granulometria
Muestra Humedad Arena Limo Arcilla  Vex Posible cation

C-1 9% 18% 45% 37% 1.7 Ca

C-2 12% 25% 53% 22% 0.7 Ca

C-3 8% 21% 44% 35% 0.9 Ca

C-4 9% 19% 54% 27% 1.7 Ca

C-5 9% 15% 5% 80% 4 Na

C-6 9% 47% 23% 30% 0.9 Ca

C-7 4% 7% 20% 73% 4 Na

C-8 6% - - - 0.7 No mineral

C-9 8% 22% 55% 23% 4 Na

C-10 3% 10% 36% 54% 4 Na

C-11 2% 24% 45% 31% 4 Na

C-12 11% - - - 1.5 No mineral
Novasilect® AF 10% 15% 49% 36% 1.3 Ca

Vex: volumen de expansién, se determina para estimar cualitativamente la presencia de

esmectitas, debido a su capacidad de hidratacion.
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4.2. Resultados de caracterizacion quimica

La exposicion de los adsorbentes al per6xido de hidrégeno (H202) causa la oxidacién/reduccion
de materia orgdnica y algunos componentes como 6xidos de manganeso presentes en las
muestras, reaccion evidentemente mostrada en los adsorbentes C-8 y C-3. La reaccién
observada de la exposicion al 4cido clorhidrico (HCl) fue evidente en la mayoria de las

muestras, lo que sugiere la presencia de calcita y otros carbonatos (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de caracterizacion quimica

Muestra RxaH2O, RxaHCI pH mV
C-1 3 3 6.39 436.1
C-2 2 4 8.62 380.6
C-3 4 4 7.83 135.5
C4 3 3 7.52 159.3
C-5 3 2 10.38 236.2
C-6 1 4 10.33 84.4
C-7 2 3 10.1 424
C-8 5 5 6.52 418.2
C9 2 3 9.26 486
C-10 3 2 9.72 1159
C-11 3 3 10.28 417.2
C-12 3 4 5.14 319.2

Novasilect® AF 3 4 8.92 218.2

Rx a H>Os: reaccién a HO»; Rx a HCI: reaccién a HCI; estos pardmetros fueron
evaluados cualitativamente del O al 5, siendo O una reaccidon nula y 5 una

reaccion muy evidente.
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4.3. Resultados de caracterizacion mineralégica

4.3.1. Analisis de difraccion de rayos X

En la Figura 8 se muestran los patrones de rayos X obtenidos, los cuales indicaron la presencia
de esmectita en las muestras C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10 y C-11, mientras que
las muestras C-8 y C-12 (Figura 9) no mostraron patrones compatibles con esmectita, debido al

origen y contenido de materia organica de estas muestras.

Difractogramas de adsorbentes minerales
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Figura 8. Difractogramas de adsorbentes minerales. Los picos mostrados entre 5 y 7 grados 2-theta

representan patrones caracteristicos de las esmectitas.
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Difractogramas de adsorbentes de origen organico
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Figura 9. Los difractogramas de los adsorbentes de origen organico no muestran picos caracteristicos de

esmectitas o de algiin mineral con propiedades adsorbentes.

4.4. Resultados de isotermas de adsorcion

La muestra C-5 y Novasilect® AF mostraron una mayor capacidad de adsorcién para AFB;
(Omax) expresada en mol / kg de arcilla (Figura 10 y 11, respectivamente). Los patrones de
adsorcion representados por estos adsorbentes se ajustan a un modelo de ecuacién tipo L-2
(Langmuir) que indica un proceso saturable, esta ecuacion fue requerida para obtener los valores
de 1%, asi como los valores de Qmax y Kd de cada muestra que se presentan en la Tabla 4. El
resto de las muestras fueron ajustadas al modelo Langmuir para ser comparadas. Las muestras
C-12,C-9, C-8, C-3, C-2 y C-1 muestran una tendencia lineal y mayormente compatible con un

modelo tipo Freundlich, cuya ecuacién representa un proceso no saturable.
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Figura 10. Grafico de equilibrio isotérmico 1. En la presente figura el adsorbente C-5 muestra un proceso
saturable y una mayor Qmax que el resto de las muestras.
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Figura 11. Grafico de equilibrio isotérmico 2. Las muestras Novasilect® AF y C-4 muestran un proceso

saturable y Qmax mayor que el resto, que presentan un comportamiento mas lineal y una interaccion débil.
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Tabla 4. Capacidad maxima de adsorcién, afinidad y r?

Muestra Omax Kd r?
C-1 0.15 6.75E+04 0.89
C-2 0.24 2.01E+04 0.97
C-3 0.26  4.05E+04 0.94
C4 0.29 3.20E+05 0.98
C-5 0.30  6.74E+05 0.99
C-6 0.19 4.38E+04 0.97
C-7 0.24  8.98E+05 0.95
C-8 0.08 4.18E+04 0.97
C-9 0.15 6.75E+04 0.89
C-10 0.22  7.10E+04 0.99
C-11 0.17  4.89E+05 0.95
C-12 0.04  3.95E+03 0.96

Novasilect® AF  0.37 4.90E+05 0.99

Los valores de 12 estan ajustados a la ecuacion del modelo Langmuir.

4.5. Resultados de simulacion digestiva con LR

Mediante andlisis de simulacion digestiva con LR se evaluaron los productos Novasilect® AF,
C-5, C-3 y C-12 para determinar su capacidad de adsorcion para AFs totales (B1, B2, G1 y G2).
Las muestras C-5 y Novasilect® AF, ambas de origen mineral mostraron mayor porcentaje de
adsorcidén que las muestras con materia orgdnica, como C-3 y C-12. Los cuatro adsorbentes
evaluados mostraron un mayor porcentaje de adsorcion para AFB; que por B2, Gi y G2 (Figura

12).

En la Figura 13 se muestran los resultados de adsorciéon de AFs totales, donde las
muestras Novasilect® AF y C-5 mostraron una capacidad de adsorcion significativamente

(»<0.05) mayor que las muestras C-3 y C-12. Mientras que no hubo una diferencia significativa
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(p>0.05) entre Novasilect® AF y C-5, al igual entre C-3 y C-12. Hubo efecto de adsorbente, sin

embargo, en ningdn tratamiento hubo efecto de dosis (p>0.05).

Las muestras Novasilect® AF y C-5 tuvieron una capacidad de adsorcion significativamente
(p<0.05) mayor para AFB;, mostrando un efecto de agente adsorbente, pero no de dosis. Todos

los adsorbentes mostraron ser iguales para la adsorcion de AFB2, Gi y G2 (p>0.05).
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Figura 12. Porcentajes de adsorcion para cada AF en simulacién digestiva con LR.
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Porcentaje de AFs totales adsorbidas
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Figura 13. Porcentaje de adsorcion de AFs totales con las respectivas dosificaciones de 0.5 y 2%. Las
muestras de origen mineral (Novasilect® AF y C-5) tuvieron una capacidad de adsorcion significativamente

mayor que las de origen organico (C-3 y C-12) (p<0.05).
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5. DISCUSION

Los resultados de caracterizacion mineraldgica indicaron la presencia de esmectitas en las
muestras C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-11, compatibles con el difractograma
de la tarjeta JCPDS 29-1498, correspondiente a montmorillonita, similar a lo obtenido por
Vargas-Rodriguez et al. en 2008. Mientras que las muestras C-8 y C-12, de origen organico no
mostraron ningln patrén caracteristico de algin mineral adsorbente, este tipo de productos
pueden estar compuestas principalmente por pared celular de levadura y algunos B-glucanos,

seglin Marroquin-Cardona et al. (2009) y Yiannikouris et al., (2006).

En la caracterizacion fisica la reactividad mostrada por C-5 y C-10 en la exposicién a HCI,
sugiere la presencia de calcita y otros carbonatos en las muestras, reacciéon que no fue tan
evidente en el resto de las muestras. La reaccion mostrada por la muestra C-5 al perdxido de
hidrogeno (H20:) fue moderada, mientras que las muestras C-3 y C-8 tuvieron una reaccion
evidente, este tipo de reacciones puede asociarse a la oxidacidén/reduccién de componentes como
6xidos de manganeso y materia orgdnica segun los procedimientos descritos por Deng et al.,

(2009).

Los resultados de pH y de volumen de expansién obtenidos concuerdan con lo observado por
Marroquin-Cardona et al. (2009), obteniendo valores de pH mads alcalinos en las muestras que
contienen bentonitas sddicas, y pH menos alcalinos en los adsorbentes con bentonitas de calcio,
excepto C-6 que mostré un valor de 10.33, debido posiblemente a la interferencia de algun

compuesto del adsorbente.

Segun los andlisis de isotermas de adsorcion para AFBi, las muestras con esmectitas
(montmorillonita) mostraron una capacidad de adsorcién mayor que las de origen organico para
ligar AFB;, patréon de comportamiento observado por Grant & Phillips en 1998 y Marroquin-
Cardona et al. en 2009. Las muestras que contienen esmectitas resultaron tener una mayor
capacidad de adsorcion para AFBi, sin embargo algunas mostraron un proceso no saturable, lo
que indica que podria existir una interaccion inestable entre el adsorbente y las AFs. Los
patrones observados en las isotermas de adsorcién de la muestra C-5 y Novasilect® AF indican
que los espacios internos y externos de las arcillas pueden ser ocupados por AFB;. Este patrén

sugiere una interaccion estable y fuerte que puede persistir en las condiciones del tracto
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gastrointestinal, y posiblemente podria evitar la absorcién de AFB; en el intestino delgado

(Grant & Phillips, 1998).

En la metodologia utilizada para las simulaciones digestivas a diferencia de otros estudios
similares (Gallo & Masoero, 2009; Moschini et al., 2008) se contempl6 el factor de dilucién de

las AFs totales presentes en la cantidad de alimento contaminado con la cantidad de LR.

Las muestras evaluadas en la simulacién digestiva con LR mostraron un comportamiento
similar al de las isotermas de adsorcion, donde los adsorbentes de origen mineral C-5 y
Novasilect® AF mostraron una capacidad de adsorcién mayor al 98% de AFs totales y
significativamente (p<0.05) mayor que las muestras con materia orgénica (C-3 y C-12) de
acuerdo con lo observado por Gallo & Masoero, 2009 y Moschini et al., 2008. Los componentes
de estas muestras (C-3 y C-12) como pared celular de levadura y B-glucanos no establecen

interacciones estables con las AFs para mantenerse en las condiciones del tracto gastrointestinal.
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6. CONCLUSIONES

Los productos adsorbentes con esmectitas de Na y Ca (C-5 y Novasilect® AF, respectivamente)
resultaron tener una mayor capacidad de adsorciéon para AFB; en simulaciones digestivas con

liquido ruminal, asi como una interaccién estable en los andlisis de isotermas de adsorcion.

Las simulaciones digestivas con LR podrian ser un modelo in vitro de eleccion para determinar

la efectividad de posibles agentes adsorbentes, antes de ser utilizados en anélisis in vivo.
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