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RESUMEN

En este trabajo se sintetizaron y evaluaron dos moléculas modificadas a base de quitosano
(QTS) para determinar su capacidad de adsorcion hacia aflatoxinas. La capacidad de
adsorcion de las moléculas de quitosano (QTS), quitosano soluble (QTS-purificado),
quitosano insoluble (QTS-SDS), y arcillas montmorillonita y beidelita, fue determinada
in vitro mediante un modelo de digestion para aves. Primero, se determinaron los
isotermas de adsorcion de los secuestrantes QTS, QTS-purificado, QTS-SDS,
montmorillonita a diferentes valores de pH (5.2, 2.5 y 6.6). Posteriormente, se cuantifico
la cantidad de aflatoxina secuestrada por cromatografia liquida de ultra alta resolucion
(UPLC). Para esto fue simulado un modelo de digestion para aves a diferentes valores de
pH y con la inclusién de enzimas digestivas como pepsina en el compartimiento del
proventriculo y pancreatina en el intestino delgado. En esta etapa del estudio se incluyo
otro secuestrante a base de la arcilla beidelita. Se realizaron diluciones seriadas de una
solucion de AFB; con concentraciones de 0, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125 y 250 ng/ml
(ppb), las cuales fueron analizadas por UPLC, determinando las areas de los
cromatogramas de cada una de las diluciones de trabajo, para obtener una curva de
estandarizacion. Con las mismas condiciones del modelo de digestion para aves se
determino6 la adsorcion de microminerales (hierro, manganeso, zinc, selenio) por los
secuestrantes de aflatoxinas evaluados. Los isoterma de adsorcion y la cuantificacion por
UPLC, mostraron que el QTS comercial tiene una menor capacidad de adsorcion para
AFB; en los tres compartimientos evaluados. Los secuestrantes que presentaron mejores
resultados fueron la arcilla montmorillonita, la arcilla beidelita y el QTS-SDS. La arcilla
montmorillonita y el QTS-SDS mantuvieron una capacidad de adsorcion constante in
vitro en los compartimientos que simulan al proventriculo y el intestino delgado. Todos
los tratamientos evaluados secuestraron minerales, sin embargo, los tratamientos que
menos secuestraron fueron el QTS-SDS y la arcilla montmorillonita. En conclusion, el
QTS-SDS es una molécula quimicamente modificada, con gran estabilidad y facil de
sintetizar, que in vitro, mostro ser una nueva alternativa, viable y efectiva para secuestrar

aflatoxina Bj.



ABSTRACT

In this study, two modified chitosan-based molecules (QTS) were synthetized and
evaluated to determine their aflatoxin B adsorption capacity. The adsorption capacity of
chitosan molecule (QTS), soluble chitosan (QTS-purified), insoluble chitosan (QTS-
SDS), montmorillonite clay, and beidelite clay was determined in vitro using a bird-
digestion model. First, the adsorption isotherms of QTS, QTS-purified, QTS-SDS, and
montmorillonite, at different pH values (5.2, 2.5 and 6.6), were determined. The
concentration of sequestered aflatoxin was then quantified by ultra-high performance
liquid chromatography (UPLC). A bird-digestion model was simulated at different pH
values for each compartment, with the inclusion of digestive enzymes such as pepsin and
pancreatin for proventriculus and small intestine, respectively. In this phase of the study,
another sequestrant based on beidelite clay was included. Serial dilutions of an AFB;
solution were made with concentrations of 0, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125 and 250
ng/ml (ppb), which were analyzed by UPLC determining the areas of the chromatograms
of each dilution to obtain a standard curve. Under the same conditions of the digestion
model for birds, the adsorption of microminerals (iron, manganese, zinc, selenium) by
sequestrants was determined. The adsorption isotherms and UPLC quantification showed
that the commercial QTS has a lower adsorption capacity for AFB: in the three
compartments of the digestive tract. The sequestrants that presented the best results were
montmorillonite clay, beidelite clay, and QTS-SDS. Montmorillonite clay; and the QTS-
SDS maintain a constant adsorption capacity in the proventriculus and small intestine
compartments. The QTS-SDS and montmorillonite clay sequestered minerals to a lesser
extent than the other treatments. In conclusion, the chemical modified molecule QTS-
SDS, with great stability and easy to synthetize, is a new, viable and effective alternative

to sequester aflatoxin B;.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la produccion de pollo de engorda se ha mantenido en
crecimiento, debido a los avances en la genética animal, nutricion y practicas de
produccion (Godfray et al.,, 2010). Ademas, por el alto valor nutritivo y bajo costo, la
demanda de este va en aumento. Esta demanda se logra con la utilizacion de ingredientes
alimenticios de alta calidad, principalmente soya y maiz, por lo que es de vital importancia
mantener buenas medidas de calidad y bioseguridad en los alimentos que consumen los

animales.

Generalmente, una gran cantidad de materias primas y productos terminados para
la produccion animal presentan contaminacion por micotoxinas. Reportes de la
Organizacion de Alimentos y Medicamentos (FAO, por sus siglas en inglés) estiman que
mas del 25% de alimentos en el mundo estan contaminados con micotoxinas, siendo los
cereales los que presentan una mayor incidencia de contaminacion, por lo que hay que
darles una atencién prioritaria al presentar un alto consumo por parte de humanos y

animales.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de los hongos toxigénicos que
crecen en el alimento durante el crecimiento del cultivo, después de la cosecha, durante
el almacenamiento, transporte y procesamiento, esto al encontrar optimas condiciones de
pH, humedad y temperatura. Las micotoxinas mas importantes en los alimentos
contaminados naturalmente son aflatoxinas (AF), ocratoxinas, zearalenona, toxina T-2 y

fumonisinas (Sultana y Hanif, 2009).

En el sector avicola, las micotoxinas producen pérdidas econémicas altas, debido
a la alta mortalidad causada por una supresion del sistema inmune, afectando la eficiencia
alimenticia en el sistema de produccion, y el costo de los programas disefiados para

reducir riesgos a la salud animal y humana (Magnoli et al., 2019).

Para contrarrestar los efectos dafiinos de las micotoxinas, diversas opciones han
sido planteadas, entre las cuales estan el uso de secuestrantes que son aditivos

especializados para su uso en alimentos. Estos productos son elaborados a base de arcillas



que comunmente se combinan con minerales, levaduras o pared celular de levaduras que
contienen B-glucanos, acidos organicos, antioxidantes y biopolimeros. La funcion de
estos productos es prevenir y tratar el dafio causado por la micotoxicosis en las aves, al
adsorber y neutralizar las micotoxinas presentes en los granos y alimentos balanceados

en el tracto digestivo de los animales (Machado et al., 2014).

La adicion de bentonitas como montmorillonita y beidelita en alimentos
contaminados ha demostrado ser eficaz para reducir el impacto de las aflatoxinas en los
animales. Sin embargo, los resultados pueden variar seglin la procedencia de la fuente de

las bentonitas (Barrientos et al., 2011).

El quitosano es un poliaminosacarido natural que se obtiene del exoesqueleto de
camarones, cangrejos y conchas, después de procesos de purificacion, desmineralizacion
y desacetilacion. Este biopolimero no es toxico, es biocompatible y biodegradable, y ha
sido ampliamente utilizado como biosorbente prometedor para la eliminacién de varios
iones de metales pesados y tintes. El quitosano es sensible a variaciones de pH y por lo
regular es soluble en medio acido (pH < 3), lo que limita su amplia aplicacion en muchos
campos. No obstante, la presencia de grupos amino (NH2) e hidroxilo (OH) en su
estructura quimica, permite la interaccidon con otros grupos funcionales, mejorando su

estabilidad en medio acido e incrementando la capacidad de adsorcion (Yong et al., 2013).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Factores predisponentes para la produccion de micotoxinas en los alimentos.
Existe una gran variedad de micotoxinas identificadas y estudiadas que provocan
intoxicacién y muerte en los animales (Tabla 2). Las micotoxinas son toxinas naturales
producidas por ciertos hongos y se pueden encontrar en los alimentos. Los mohos crecen
en una variedad de diferentes cultivos y alimentos, incluidos cereales, nueces, especias,
frutas secas, manzanas y granos de café¢, a menudo en condiciones calidas y humedas. Las
micotoxinas pueden causar una variedad de efectos adversos para la salud y representar
una grave amenaza para la salud tanto de los seres humanos como de los animales
domésticos. Los efectos adversos para la salud de las micotoxinas van desde el
envenenamiento agudo hasta los efectos a largo plazo, como la inmunodeficiencia y el

cancer (OMS, 2018).

Tabla 2. Principales micotoxinas presentes en cereales (Daou et al., 2021).

Hongos que las Alimentos que se
Micotoxinas producen contaminan Factores predisponentes
Aspergillus flavus y Maiz y granos en Condiciones de
Aflatoxinas ) )
Aspergillus parasiticus general almacenamiento inadecuadas
Fusarium quiseti y Baja temperatura con altos
Zearalenona Maiz )
F.verticilliodes niveles de humedad

Estacion seca seguida de alta
Fusarium ploriferatum y
Fumonisinas Maiz humedad y temperatura
F.verticilliodes

moderada
Fusarium graminearum y Baja temperatura, alta
Tricotecenas Maiz
F. culmorum humedad
Maiz y granos en Deficiencias de
Ocratoxina A Aspergillus Penicillium )
general almacenamiento




Los factores que fomentan el desarrollo de hongos y la produccion de
micotoxinas son: deficiencias de almacenamiento, altos niveles de humedad, distribucion
desigual de cereales dentro de los silos, variaciones en la ventilacion e incidencia de

plagas (Mallmann y Dilkin, 2011).

Temperatura Oxigeno Carga de hongos

- 4

Agua Danos mecanicos

Composicion del

Tiempo
P sustrato

Interaccion de

Insertos
hongos

Crecimiento de hongos y
produccion de micotoxinas

Figura 1. Factores relacionados con la produccion de micotoxinas (Mallmann y Dilkin, 2011).

2.2. Clasificacion de micotoxinas por su composicion quimica

2.2.1. Aflatoxinas
Las aflatoxinas (AF) comprenden un grupo de aproximadamente 20 compuestos

producidos por especies del género Aspergillus. Las AF se dividen en dos grupos
quimicos, la serie difurocumarociclopentenona que incluye aflatoxina Bi (AFB)),
aflatoxina B, (AFB,), aflatoxina M; (AFM), aflatoxina M2 (AFM>), aflatoxicol, y la serie
difurocumarolactona que incluye aflatoxina G (AFG1) y aflatoxina G2 (AFG2) (Coppock
et al., 2018). Siendo los subtipos mas comunes AFB1, AFB,, AFG1 y AFG; (Figura 2).
Las aflatoxinas son compuestos heterociclicos que tienen un anillo bencénico
comun, con ligeras variaciones en la presencia de dobles enlaces, grupos cetonicos (C=0)
y los metabolitos que tienen grupos hidroxilo (OH), con posiciones de hidroxilacion que

varian de un metabolito a otro. La AFB; es la mas frecuente y potente, y tiene un enlace



doble peculiar en el anillo ciclico que también se observa en Gi y M;j. Las
monooxigenasas microsomales del citocromo P450 (CYP450) biotransforman la toxina
en los metabolitos menos toxicos, las AFM; y Gi. Las aflatoxinas son compuestos
altamente oxigenados y de origen natural que se han separado en funcién de su
fluorescencia bajo la luz ultravioleta y la presencia o ausencia de un doble enlace en los
carbonos 8 y 9. Las aflatoxinas B1 y G tienen un doble enlace en los carbonos 8 y 9, lo
que permite la formacion de un epdxido, una forma mas téxica de AFB1 y AFGi; mientras
que AFB> y AFG2 no lo hacen. Las aflatoxinas B> y G2 se establecieron como los
derivados dihidroxilados de Bi y Gi, respectivamente. Mientras que la AFM; es 4-
hidroxiaflatoxina B1, la AFM; es 4-dihidroxiaflatoxina B». La hidrogenacion de B1 y Gi
produce B2 y G2, respectivamente (Owuor Lalah et al., 2020).

0] 0] OCH,4 0 O OCHj

Aflatoxina G, Aflatoxina G,

Figura 2. Estructuras quimicas de aflatoxina Bi, B2, G; y G2 (Urrego y Diaz 2006).

El término “aflatoxina” se us6 por primera vez en Inglaterra en los anos de 1960,
para describir una enfermedad desconocida que afecto a pavos que habian sido

alimentados con harina de cacahuate contaminada (Blount, 1961).



2.2.2. Fumonisinas

Las fumonisinas son producidas por especies del género Fusarium. Estas contaminan
principalmente maiz, aunque también se han encontrado en sorgo y arroz (Richard, 2007).
Las fumonisinas fueron las primeras micotoxinas implicadas en el desarrollo de
patologias en humanos en el ano 1988, y en Estados Unidos, se detectaron en cerdos y
caballos, donde provocaron la muerte de centenas de animales (Missmer et al., 2006).
Estos compuestos se caracterizan por una cadena aminopolihidroxialquilo de 20 carbonos
diesterificada con 4cido propano-1,2,3-tricarboxilico (4cido tricarbalilico). Las
fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) y B3 (FB3) son los principales contaminantes de alimentos
para humanos y animales (Figura 3). La mas abundante y la mas importante desde el

punto de vista toxicoldgico es la FB1 (Galaverna y Dall’ Asta, 2012).

COOH

COCH,CHCH,COOH

21CHy O 22CH; R, NHR

COCH,CHCH,COOH
COOH
Fumonisinas R Rs R;
B, OH OH H
B, H OH H
B; OH H H

Figura 3. Estructura quimica de la fumonisina B, 3 (Domijan y Peraica, 2010).

2.2.3. Tricotecenos

Los tricotecenos son metabolitos secundarios toxicos producidos por una variedad
de hongos del orden Hypocreales, que incluyen las especies Fusarium,
Myrothecium, Stachybotrys y Trichoderma, que infectan a los cultivos de cereales. Las
diferentes especies y cepas de Fusarium productoras de tricoteceno pertenecen a las
clases tipo A y B. Los hongos Fusarium pueden infectar la estructura de la inflorescencia

de los cereales de grano pequefio, incluidos el trigo, la cebada, la avena y el centeno en
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condiciones ambientales favorables para su crecimiento, como alta humedad. Los
tricotecenos de tipo B se pueden distinguir del tipo A por una cetona (C= O) en el carbono
8 (Figura 4). Ejemplos del tipo A son toxina T-2 y diacetoxiscirpenol (DAS), y en el tipo
B se incluye 4-desoxinivalenol (DON), también conocido como vomitoxina y su derivado
acetilado 3-O-acteyl-DON (3-ADON). Los metabolitos del grupo B son producidos por
especies de hongos patogenos de cereales y presentan menor toxicidad que los miembros
del grupo A, pero se producen en grandes concentraciones (Richard, 2007; Wu et al.,

2014).

A B
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Figura 4. Estructura quimica de tricoteceno tipo A y tipo B (Foroud et al., 2019).

2.2.4. Ocratoxinas

Las especies mas comunes que producen ocratoxina A (OTA) son Aspergillus
ochraceus 'y Penicillium verrucosum. Estos hongos tienen un alto potencial de
contaminacion en los cereales como nueces, frutos secos, y productos finales como carne,
leche, vino, cerveza, férmulas infantiles y alimentos para bebés. Ademads, tienen la
capacidad de acumularse en la sangre y leche de los animales expuestos a ellas (Wu et
al., 2014). Aspergillus spp. puede producir ocratoxinas en condiciones de alta humedad y
temperatura, mientras que algunos Penicillium spp. pueden producir ocratoxinas a
temperaturas tan bajas como 5 °C. La OTA es un resto de dihidroisocumarina derivada
de pentaketida acoplado con un grupo 12-carboxi por un enlace peptidico a L-fenilalanina
(Figura 5). Hay dos andlogos de OTA comunmente reconocidos, ocratoxina B (OTB) y
ocratoxina C (OTC). Sin embargo, la presencia de OTB y OTC es rara, siendo OTA la
que presenta mayor toxicidad (Gupta et al., 2018).
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Figura 5. Estructura quimica de ocratoxina A, B y C (Richard, 2007).

2.3. Daiios causados por micotoxinas en pollos de engorda.

Las micotoxicosis producidas por aflatoxina B; (aflatoxicosis), causan una
variedad de signos como: dafio hepatico, disfuncién gastrointestinal, reduccion de la
productividad, disminucion de la utilizacion y eficiencia del alimento, disminucion del
rendimiento reproductivo, tumores y supresion de la funcion del sistema inmunologico.
Esto varia seglin el animal, la dosis, la duracion de la exposicion, la especie, larazay la
dieta o el estado nutricional (Theshiulor ez al., 2011). Por todo lo anterior, la carne de pollo
puede contener residuos de aflatoxina especialmente en higado, lo que representa un
riesgo de salud publica, porque aun con cantidades minimas en la dieta humana, pueden

causar efectos irreversibles (Urrego y Dias, 2006).

La aflatoxicosis en la mayoria de los animales ocurren con tres formas clinicas:
aguda, subaguda y crénica. La forma aguda por lo general no se manifiesta en pollos de
engorda, pero en otros animales se caracteriza por causar muerte sin signos clinicos

presentes, después de una situacion de estrés (Villar ef al., 2014). En la forma subaguda



se observan hematomas subcutdneos y subserosos, hipoprotrombinemia, ictericia,

enteritis hemorragicas con prolapso rectal y ascitis.

La forma cronica se caracteriza por higado graso y hemorragico, petequias en
intestino, rifiones hiperplésicos, baja ganancia de peso y alto indice de conversion
alimenticia. Otra caracteristica més destacada es la mala absorciéon del alimento
provocada por la presencia de particulas mal digeridas o de alimento balanceado en las
excretas de las aves, y esto puede estar asociado con esteatorrea o aumento de la excrecion
de lipidos. Esta forma clinica es la de mayor impacto para los productores debido a las

pérdidas econdmicas que presenta (Diaz, 2000).

2.4. Compuestos minerales (arcillas) como secuestrantes de micotoxinas

Los agentes secuestrantes son compuestos de gran peso molecular que adsorben
las toxinas presentes en el alimento, limitando su biodisponibilidad después de la
ingestion y disminuyendo la exposicion en el animal. Este complejo debe ser estable a
cambios de pH dentro del tracto digestivo, lo cual se ve influenciado por su estructura

fisica y las propiedades fisicoquimicas de las toxinas (Huwig et al., 2001).

Las arcillas mas estudiadas son los aluminosilicatos, los cuales se dividen en dos
subclases de acuerdo con su estructura espacial: filosilicatos y tectosilicatos. Los
filosilicatos incluyen adsorbentes importantes como el grupo de las esmectitas
(montmorillonita y beidelita), el grupo caolinita y el grupo illita o arcilla-mica. Estos
presentan una estructura cristalina en forma de ldmina con un grupo quimico en comun,
el oxido de silicio (Si205%) (con una relacion 2:5), los cuales adsorben sustancias en su

superficie o dentro de su espacio interlaminar (Wielogorska et al., 2016).

Los tectosilicatos incluyen aluminosilicatos hidratados como las zeolitas, con
estructura tridimensional en forma de tetraedros de oxido de silicio (Si04*") y éxido de
aluminio (AlO4*"). Su estructura es similar a una jaula que es infinita en tres
dimensiones, tienen una superficie de union amplia y especifica, pero también poseen
gran selectividad de tamafio, forma y carga (Figura 6). En estos minerales, algunas

siliconas tetravalentes son reemplazadas por aluminio trivalente, lo que da como resultado
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cationes inorganicos como iones Na, Ca y K que carecen de carga positiva (Mitchell,

1993).

Figura 6. Estructura basica de los silicatos (Mitchell, 1993).

2.4.1. Esmectitas

Las esmectitas se organizan en cuasicristales, estos son conjuntos de capas de
filosilicato 2:1 en paralelo. Cada cuasicristal consta de entre dos y miles de capas
individuales agrupadas, mientras que la capa individual consta de una hoja octaédrica
intercalada entre dos hojas tetraédricas. Los reemplazos isomorfos con iones metalicos de

2+)

menor valencia como magnesio (Mg?") y hierro (Fe*") que sustituyen al aluminio (AI*")

13* sustituye al silicio (Si*") en las hojas tetraédricas, dando a

en la hoja octaédrica, y el A
la estructura una carga negativa total. La carga de la capa suele oscilar entre -0.4 y -1.2°
por celda unitaria, y la carga negativa estd equilibrada por los cationes de la capa
intermedia, siendo los mas comunes sodio (Na"), potasio (K*), calcio (Ca?") y magnesio

(Mg?") (Linlin, 2016).

Dos minerales principales del grupo de las esmectitas son la beidelita y la
montmorillonita, con una estructura en capas 2:1 (T — O — T) y un cation de contrapeso
rodeado por moléculas de agua en capas intermedias expandibles. Especificamente, la

montmorillonita muestra cambios predominantes de carga catidnica, principalmente
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Si*"en el sitio tetraédrico, y A’y Mg*" en los sitios octaédricos, mientras que la

1

beidelita presenta Al°" en el sitio octaédrico (Figura 7) (Lee et al., 2020).
Tetraédrica (A13*/Si*)

Octaédrica (A1*Y) BEIDELITA
Tetraédrica (AIP/Si*")

Moléculas de agua
Cationes

Moléculas de agua

Tetraédrica (Si*)
Octaédrica (Mg*/AF*)  MONTMORILLONITA

Tetraédrica (Sit)

Figura 7. Estructuras de las principales esmectitas: beidelita y montmorillonita. Circulos de color azul y
cian representan el cation central en tetraedros y octaedros que comprenden una estructura en capas y los
circulos blancos representan atomos de oxigeno de la estructura. Los circulos de color plrpura y gris ilustran

cationes de capa intermedia de contrapeso y moléculas de agua (Lee ef al., 2020).

2.5. Mecanismo de accion de los compuestos minerales (arcillas) como secuestrantes

de micotoxinas

Hay algunos estudios que demuestran que el mecanismo de adsorcion ejercido por
las arcillas sobre algunas micotoxinas se debe a interacciones débiles de los cationes de
la lamina interna de las arcillas (Kolawole ef al., 2019). El mecanismo de accion de las
arcillas para el sistema aflatoxina Bi-esmectita, es uno de los més investigados y se lleva
a cabo mediante dos oxigenos carbonilicos del adsorbato que son los principales
promotores de la interaccidon intralaminar, preferentemente con los cationes de
intercambio. Se trata de una interaccioén ion dipolo, coordinandose alrededor de los
cationes (K*, Na*, Ca*", Mg?") en funcién del grado de hidratacién intracelular (Deng et

al.,2011). Consecuentemente, no es una reaccion de intercambio, sino de adsorcion en el
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entorno hidrofilico/hidrofébico generado por los cationes interlaminares y su entorno

proximo.

La presencia de agua u otras especies que muestren efecto dipolo alrededor de los
cationes interlaminares minimizara las posibilidades de adsorcion de las micotoxinas, ya
que reduce el nimero de sitios activos presentes. Este argumento corrobora el hecho de
que los materiales adsorbentes presentan mayor actividad de retencion de micotoxinas
cuanto menor sea el grado de solvatacion, y también explica la elevada actividad
secuestrante de las HSCAS (Castafieda et al., 2012), que se evidencian como arcillas
activadas a través de un proceso de sustitucion de cationes sodio por calcio. De hecho, la
dosificacion clasica de las bentonitas oscila entre 1 y 2%, mientras que las dosificaciones
de HSCAS, con Novasil como principal producto comercial, oscilan entre 2 y 3%. Estas
propiedades de retencion unidas a su inercia quimica en el huésped convierten estos
materiales en una gran promesa para obtener avances en la neutralizacion de las

micotoxinas (Dixon et al., 2008).

2.6. Otros aditivos que aminoran el dafio causado por las micotoxinas

El uso de aditivos o complementos alimenticios que reducen la exposicion de los
animales a las micotoxinas puede considerarse un medio para mejorar el bienestar
animal. Entre estos se encuentran levaduras o pared celular de levaduras que contienen 3-
glucanos, acidos organicos, antioxidantes y biopolimeros. El uso de estos complementos
genera una adsorcion de las micotoxinas en el tracto digestivo de los animales. Por lo que
han recibido una atencién cada vez mayor por parte de la industria alimenticia, y
actualmente se han desarrollado numerosos productos que ya han sido probados y

comercializados (Colovic et al., 2019).
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2.6.1. Quitosano

Actualmente, existe un interés en el uso de biopolimeros naturales como el
quitosano (Figura 8), cuya principal fuente de obtencion es el exoesqueleto de
camarones. El quitosano se considera un biopolimero no téxico, biocompatible y
biodegradable que posee actividad antimicrobiana, y debido a estas propiedades se ha
usado en composiciones farmacéuticas, alimentarias, cosméticas y domésticas (Aranaz et

al., 2018).

El quitosano es un copolimero lineal de B-(1,4) 2-acetamido-2desoxi-f3-d -
glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi-f- d - glucopiranosa, y sus propiedades bioldgicas se
atribuyen a varias caracteristicas, incluido el grado de desacetilacion y la concentracién
de masa molecular. Ultimamente, se ha incrementado el uso del quitosano como
conservante de alimentos o coadyuvante en la agricultura para proteger o estimular la

defensa de diferentes cultivos (Zachetti, 2019).

La actividad antimicrobiana del quitosano depende tanto de factores intrinsecos
como extrinsecos. Entre los factores intrinsecos se encuentran el peso molecular y el
grado de desacetilacion del quitosano, mientras que los factores extrinsecos incluyen el

pH, la temperatura y el tiempo de reaccion (Hernandez et al., 2018).

Recientemente se ha demostrado que el quitosano natural puede inhibir la
produccion de AFBy, asi como el crecimiento del hongo que lo produce, con eficiencias

superiores a las obtenidas con bentonitas y bagazo de uva (Cota, 2011; Balseca, 2015).

La capacidad de adsorcion de micotoxinas del quitosano se debe a las
interacciones electrostaticas. A pH alcalino, el quitosano tiene carga positiva, mientras
que las micotoxinas como AFB1, FUB;, OTA y ZEA tienen carga negativa, y en el caso
de DON y T-2, las interacciones fueron menores, provocando una mala adsorcion. Por lo
tanto, se podria decir que las interacciones ionicas son el principal mecanismo de

adsorcion de micotoxinas por el quitosano (Hernandez ef al., 2018).
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Figura 8. Estructura quimica del quitosano, el coédigo de color de los atomos es: nitrégeno

(azul), oxigeno (rojo), carbono (gris) ¢ hidrégeno (blanco).

El desarrollo de materiales basados en quitosano como ttiles matrices poliméricas
adsorbentes es un campo en expansion en el area de la ciencia de la adsorcion. Los
compuestos basados en quitosano son econémicamente factibles porque son faciles de

preparar e involucran reactivos quimicos econdmicos (Crini et al., 2008).

El quitosano tiene una alta afinidad por la superficie de los minerales a base de
silice debido a la interaccion entre parte de los grupos amino protonados del polimero y
los grupos hidroxilo disociados de la silice, que se forman en solucidon acuosa (Budnyak

etal, 2016).

En condiciones ligeramente acidas, la mayoria de los grupos amino del quitosano
se protonan y el quitosano resultante contiene multiples cargas catidonicas. Basado en sus
propiedades de biodegradabilidad , biocompatibilidad, efectos antimicrobianos, buena
formaciéon de pelicula y alta carga positiva, el quitosano se ha mezclado con
montmorillonita para fabricar peliculas compuestas, sensores, soportes de inmovilizacion

de enzimas y nanocompuestos (Lertsutthiwong et al., 2012).

2.6.2. Beta-glucanos
Los beta-D-glucanos de la pared celular de la levadura (S. cerevisiae) se han

utilizado para secuestrar una amplia gama de micotoxinas en los alimentos. La afinidad
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de los beta-D-glucanos por las micotoxinas varia entre las toxinas en funcion de su
estereoquimica especifica, con fuertes afinidades por las aflatoxinas, deoxinivalenol y

zearalenona (Spring ef al., 2019).

La forma esterificada de los B-glucanos tiene una funcidén protectora frente a la
aflatoxina Bi, la ocratoxina A y la toxina T-2, a las que estan expuestos los pollos de
engorda (Raju y Devegowda, 2000). Las AF se unen a los B-glucanos, mediante la union
a grupos funcionales como cetona, hidroxilo, fenilo y lactona, que estan involucrados en
la formacion de enlaces de hidrogeno y en las interacciones electrostaticas (Pereyra et al.,
2013). El B-glucano de las paredes celulares de la levadura consisten principalmente en
(1-3)-B-glucano y (1-6)-p-glucano. El (1-3)-B-glucano interactua con los enlaces de
hidrégeno, asi como por interacciones electrostaticas entre el glucano y la AFB1, mientras
que el (1-6)-B-glucano s6lo interactiia por atraccion electrostatica (Mahmoud Amer et al.,

2021).

2.6.3. Carbon activado

El carbon activado es un polvo altamente poroso, producido mediante pir6lisis de
varios compuestos organicos, seguido por una activacion quimica o fisica. Este, a pesar
de poseer una efectividad como adsorbente de micotoxinas, carece de especificidad,
provocando una disminucién de los nutrientes de los alimentos (Van Alfen, 2014).

En el caso del carbén activado, el mecanismo de adsorcion se explica a través de
las interacciones débiles entre grupos aromaticos de las micotoxinas y el entorno
hidrofébico del carbon activo. Su naturaleza carbonosa y poliaromatica asegura la
presencia de menores cantidades de agua adsorbida en condiciones ambientales. La baja
especificidad de estas interacciones y la elevada superficie origina al mismo tiempo la
retencion no especifica de algunos nutrientes esenciales como minerales, por lo que no es

recomendable su utilizacién (Huwig, 2001).
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2.7. Modelo in vitro para simular la digestion para aves

Solis et al. (2017) disefiaron un modelo digestivo para aves en un estudio donde
evaluaron varios agentes secuestrantes de micotoxinas. Para esto, simularon tres
compartimentos del sistema digestivo del ave, el primer compartimento fue el buche,
donde ajustaron la solucion de trabajo a pH 5.2 e incubaron durante 30 min. El segundo
fue el proventriculo, donde afiadieron 3000 U de pepsina por g de alimento y agregaron
HCI (1.5 M), alcanzando un pH entre 1.4-2.0, e incubaron las muestras durante 45 min. El
tercer compartimento fue el intestino delgado, en el que se afiadié 6.84 mg de pancreatina
por g de alimento, e incluyeron bicarbonato de sodio (1.0 M) hasta ajustar el pH a un

valor entre 6.5-6.8, y, por ultimo, las muestras se incubaron durante 30 min.

Vartiainen et al. (2020) simularon un modelo in vitro para pollos de engorda donde
las condiciones creadas simularon el estomago gastrico, ajustando el pH a 2.5 con HCI (1
M), y agregaron pepsina a una dosis de 7.5 mg/ml. El segundo compartimento fue el
intestino delgado, ajustando a un pH de 6. 5 con NaOH (1 M) y agregando de 2.5 mg/ml

de pancreatina.
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3. JUSTIFICACION

En la produccién avicola, el mal manejo durante la cosecha y el almacenamiento
de los cereales, principalmente del maiz, es un problema debido al crecimiento de hongos
y produccion de aflatoxinas. Considerando el alto nivel de inclusion del maiz (60%) en
el alimento final de los pollos de engorda, la utilizacién de un maiz contaminado con
aflatoxinas puede llegar a ser un problema grave.

Estas aflatoxinas presentes en los cereales pueden causar dafo a nivel hepatico en
pollos de engorda, por lo que es comun adicionar secuestrantes de aflatoxina como arcillas
u otros compuestos. Actualmente, el uso de polimeros naturales modificados
quimicamente, con estructuras definidas y estables, pueden ser alternativas mas efectivas
para la captura de aflatoxinas, evitando su liberacion durante su paso por el tracto
gastrointestinal, de tal manera que estas sean excretadas y no puedan ser absorbidas en el

intestino delgado.
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4. HIPOTESIS

Las moléculas de quitosano quimicamente modificadas tienen una mayor
capacidad de adsorcion de aflatoxinas en comparacion con compuestos minerales como

montmorillonita y beidelita, en un modelo in vitro de digestion para aves.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar y comparar las moléculas de quitosano quimicamente modificadas con
dos compuestos minerales (montmorillonita y beidelita), como adsorbentes de aflatoxina

B1 en un modelo de digestion para aves in vitro.
5.2. Objetivos especificos

» Determinacion mineraldgica de dos arcillas esmectitas caracterizadas como

beidelita y montmorillonita.

» Sintetizar y modificar moléculas de quitosano como adsorbentes de aflatoxina

B..

» Determinar el efecto del pH en la capacidad de adsorcion de aflatoxina B de

los adsorbentes en un modelo de digestion in vitro para aves.

» Determinar la cantidad de aflatoxina Bi secuestrada por los adsorbentes en un

modelo de digestion in vitro para aves.

»  Evaluar la capacidad de adsorcion de microminerales (hierro, manganeso, zinc

y selenio) de los adsorbentes en un modelo de digestion in vitro para aves.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Tratamientos

Para estudios posteriores in vivo con pollos de engorda, a partir de un lote de dos
toneladas de maiz contaminado se obtuvieron 33 muestras de 1kg para determinar las
micotoxinas con mayor presencia, encontrando una mayor concentracion de la aflatoxina
Bi. La muestra de mayor concentracion de aflatoxinas fue analizada por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) para deteccion de aflatoxinas, y por cromatografia
liquida con espectrometria de masas en tdndem (LC-MS-MS) para deteccion de otras
micotoxinas (Trilogy, Washington, USA). Debido a estos resultados, se decidié evaluar
in vitro varios adsorbentes de micotoxinas.

Un estudio in vitro se realiz6 para determinar la efectividad de varios adsorbentes
minerales y sintéticos para capturar AFBi. En un disefio completamente al azar, 5
adsorbentes se evaluaron usando un modelo de digestion in vitro para aves. Los
adsorbentes que se evaluaron fueron: quitosano (QTS), QTS purificado, quitosano

dodecil sulfato sodico (QTS-SDS), y dos esmectitas (montmorillonita y beidelita).

6.2. Sintesis de moléculas de quitosano

Para la sintesis del quitosano purificado, se prepard una solucion de quitosano
(Sigma-Aldrich; Beijing, China) en acido acético 0.1 M, y se mantuvo en agitacién a 200
rpm hasta su solubilizacion. Después se adiciond hidroxido de sodio a una concentracion
1 M, estando en agitacion a 200 rpm, formando un gel que se precipito. El gel se lavo con
agua destilada y se seco a 65 °C en un horno (Heratherm OGH180-S; Thermo Fisher
Scientific; Langenselbold, Alemania). Una vez que se secaron las muestras, éstas fueron
molidas y almacenadas. El objetivo de esta reaccion fue dejar disponible los grupos
aminos NHba, los cuales tienen gran afinidad para interactuar con las aflatoxinas presentes
en el maiz contaminado.

Para la sintesis del quitosano-SDS, se utilizd el quitosano purificado y se
solubiliz6 en acido acético 0.1 M a 200 rpm. Una vez solubilizado se mezclé con una

solucién de dodecilsulfato sodico (SDS) para la formacion de perlas de hidrogel, las
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cuales fueron secadas a 65 °C en un horno (Heratherm OGH180-S, Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold, Alemania). Una vez que se secaron las muestras, estas fueron
molidas y almacenadas. La incorporacion de grupos sulfato (SO42) en los grupos aminos

(NH>) del QTS tuvo como objetivo darle estabilidad a la molécula a diferentes pH.

Figura 9. Fotografias de la sintesis de quitosano. A (quitosano); B (quitosano purificado); C (quitosano-

SDS).

6.3. Caracterizacion de las moléculas de quitosano por espectroscopia de infrarrojo
transformada de Fourier (FTIR)

La determinacion de los grupos funcionales de cada molécula de QTS y las
interacciones de estos con AFBj, se realizd mediante reflectancia total atenuada (ATR),
usada en conjunto con la técnica de espectroscopia de FTIR.

Las muestras se colocaron en el cristal ATR de diamante utilizando una placa
superior y un brazo de presion, y los espectros de infrarrojo fueron obtenidos por un
accesorio de muestreo ATR Perkin Elmer por 16 barridos a una resoluciéon de 4 cm™. Los
datos obtenidos fueron analizados con el software Perkin Elmer Spectrum 10 (Waltham,

Massachusetts, EUA).

6.4. Caracterizacion de dos esmectitas (montmorillonita y beidelita)

Para la caracterizacion de la montmorillonita y la beidelita se realizé un analisis
mineraldgico por difraccion de rayos X (DRX) mediante espectroscopia de fluorescencia

de rayos X (Madsen et al., 2001).
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6.5. Analisis de isotermas de adsorcion de concentracion unica de aflatoxina Bi

dependiente de pH

La capacidad de adsorcion de los diferentes secuestrantes se determind mediante
el anélisis de isotermas de adsorcion. Las variaciones de los valores de pH se realizaron

simulando un modelo de digestion para aves descrito en la Tabla 2.

Tabla 2. Compartimientos simulados para el estudio in vitro de isotermas.

Compartimiento del pH 5.2 ajustado con HCl a 0.03 M y una incubacion de 30
buche min a 40 °C.

Compartimiento del pH 2.5 ajustado con HCl a 1.5 M y una incubacion de 45
proventriculo min a 40 °C.

pH 6.6 ajustado con NaOH a 1.0 M y una incubacién de 2 h

Seccion intestinal 240 °C.

Para este ensayo se us6 una solucién de aflatoxina B (4spergillus flavus, Sigma-
Aldrich, A6636; Beijing, China) con una concentracion de 4 pg/ml, de la cual se tomo 1
ml y se mezcld con 4 ml de las soluciones a diferentes valores de pH (5.2, 2.5y 6.6) en
tubos conicos de 5 ml, obteniendo una soluciéon a una concentracion de 0.8 pg/ml.
Posteriormente, se afiadieron 40 mg de cada secuestrante (Quitosano, QTS; QTS
purificado; QTS-SDS; y Montmorillonita), para representar un nivel de inclusion de 2
kg/tonelada de alimento. De igual manera, bajo las mismas condiciones de variaciones de
pH y tiempo de incubacion, se analizaron las soluciones control: soluciones a diferentes
valores de pH (5.2, 2.5 y 6.6) mas 40 mg de secuestrante y una solucion de AFB; (0.8
pg/ml) sin secuestrante.

Al final de cada periodo de incubacion, las muestras se centrifugaron a 2,000 rpm
durante 10 minutos, y la concentracion de AFB; presente en el sobrenadante se cuantificd
midiendo la absorbancia a 364 nm en un espectrofotdémetro UV-visible (Shimadzu
Scientific Instruments, UV-1800). Finalmente, el porcentaje de adsorciéon de AFB; para

cada secuestrante se calculé mediante la siguiente ecuacion (Solis., et al 2017):
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Ci—Cs
=59 100

Adsorciéon (%) = o

Donde: Ci = concentracion de AFB; en el control y Cs = concentracion de AFB; en el

sobrenadante.

6.6. Cuantificacion de aflatoxina B: por cromatografia liquida de ultra-alta

resolucion (UPLC)

La cuantificacion de AFB; adsorbida por los diferentes secuestrantes se determino
simulando un modelo de digestion para aves, de acuerdo con lo reportado por Solis et al.

(2017) y con algunas modificaciones como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Compartimientos simulados para el estudio de cuantificacién de AFB; in vitro.

Compartimiento del buche pH 5.2 ajustado con HCl a 0.03 M y en agitacion constante durante 30

min a 40 °C.
Compartimiento del pH 2.5 ajustado con HCI a 1.5 M, mas 3,000 U de pepsina por gramo
proventriculo de alimento y agitacion constante por 45 min a 40 °C.

pH 6.6 ajustado con NaHCO3 1 M, mas 6.84 mg de pancreatina por

i6n intestinal . .,
Seccié es gramo de alimento y agitacion constante por 2 h a 40 °C.

Entre cada etapa de incubacion y agitacion, las muestras se centrifugaron a 2,000
rpm durante 10 min y el pH se ajusté de acuerdo con las condiciones del compartimiento

siguiente.

Después de la incubacion en el altimo compartimento, el sobrenadante fue filtrado
con un filtro de jeringa de 0.2 pm (Wathman® UNIFLO® 25 syringe filters; Darmstadt,
Alemania). Enseguida, el sobrenadante filtrado se evaporo6 bajo una corriente de nitrogeno
a 50 °C, y el residuo obtenido, se disolvié con 500 pl de fase movil (6.4:1.8:1.8

agua/metanol/acetonitrilo).
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Finalmente, las muestras fueron analizadas en el sistema Waters ACQUITY
UPLC® H-Class Bio System (Waters; Milford, MA, USA), acoplado a un detector de
fluorescencia y a una columna de fase reversa (Acquity UPLC Beh C18 de 2.1 x 50 mm,
1.7 um). Para detectar la AFB; se inyectaron 10 pl de la muestra, que fueron eluidos con
fase movil a un rango de flujo de 0.5 ml/minuto, a una longitud de onda de excitacion de
365 nm y de emision de 429 nm. La AFB; presente en las muestras se identifico por un
tiempo de retencion de 4 minutos, la cual fue comparada con una solucion estandar de
AFB; (200 ng/ml). Cada muestra se analiz6 por cuadruplicado y la concentracion de
AFB; adsorbida por los diferentes secuestrantes se calculé de acuerdo con una curva de
calibracion de AFB; (0, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125 y 250 ng/ml) en fase mévil con
una R?=0.999.

6.7. Determinacion de la capacidad de adsorcion de microminerales por los
secuestrantes

Para la realizacion del ensayo se prepararon 500 ml de una solucion de
microminerales (Fe, Mn, Zn y Se), de acuerdo con los requerimientos necesarios
establecidos en el Manual de Especificaciones de Nutricion para Pollos de Engorda Ross

2019 (Aviagen, USA) (Tabla 4).

Tabla 4. Fuentes y requerimientos nutricionales de la materia prima de los minerales

Porcentaje de la Cantidad requerida  |Adicion de materia prima
Materia prima
fuente (%) (mg) (mg/500 ml)
Sulfato de hierro 30 20 3333
Sulfato de manganeso 32.5 120 184.62
Sulfato de zinc 36.3 110 151.52
Selenio de sodio 45.6 0.3 0.33

Posteriormente, de la solucion de minerales se tomaron 6 ml y se agregaron a
tubos conicos que contenian 40 mg de cada secuestrante, y las muestras fueron procesadas
bajo las mismas condiciones del modelo de digestion para aves que se presentan en la

Tabla 3. Al final de cada etapa de incubacion y agitacion, las muestras se centrifugaron
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a 2,000 rpm por 10 min, y después tomar 2 ml de muestra. Enseguida el pH se ajusto de
acuerdo con las condiciones del compartimiento siguiente.

Finalmente, la cuantificacion de los microminerales presentes en el sobrenadante
de cada muestra se analiz6 con un espectrometro de emision Optica (Perkin Elmer

OPTIMA 2000; Santa Clara, CA, USA).

6.8. Analisis estadistico

Los valores obtenidos de la adsorcion de AFB: y microminerales por cada
secuestrante, fueron analizados usando un disefio completamente al azar mediante el
software estadistico Statistics 9 (Analytical Software; Tallahassee, Florida, USA). La
comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba Tukey cuando HO fue rechazada

para las variables estudiadas por efecto (p < 0.05) de los tratamientos.
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7. RESULTADOS

7.1. Determinacion de micotoxinas

La determinacion de las diferentes micotoxinas presentes en el lote de maiz
analizado se muestra en la Tabla 5, donde se observan subtipos de AFB: (249 ppb) y
AFB: (21.8 ppb). Este ultimo, se encuentra cerca del valor médximo permisible de hasta
20 ppb (Gimeno, 2009). De igual manera, se detecto la presencia de los subtipos FB1, FB»
y FB3, en concentraciones de 4.6, 1.3 y 1.3 ppb, Los cuales se encuentran dentro de los

valores permitidos para pollos de engorda que es de 5 ppm (Gimeno, 2009).

Tabla 5. Resultados de la cuantificacion de los subtipos de micotoxinas*

Analisis Resultados Unidades Limite Método
Aflatoxina B1 249 ppb 1 ppb HPLC
Aflatoxina B2 21.8 ppb 1 ppb HPLC
Aflatoxina G 'ND ppb 1 ppb HPLC
Aflatoxina G2 ND ppb 1 ppb HPLC
Deoxinivalenol ND ppm 0.1 ppm LCMSMS
Fumonisina By 4.6 ppm 0.1 ppm LCMSMS
Fumonisina B: 1.3 ppm 0.1 ppm LCMSMS
Fumonisina B3 1.3 ppm 0.1 ppm LCMSMS
Ocratoxina A ND ppb 1 ppb LCMSMS
Toxina T-2 ND ppb 5 ppb LCMSMS
Zearalenona ND ppb 12.5 ppb LCMSMS

* Certificado de analisis por Trilogy, Washington, USA.
Leyenda: ! No detectable.

7.2. Caracterizacion de las moléculas de quitosano

Los espectros IR de las moléculas de quitosano modificadas (QTS-purificado y
QTS-SDS) y montmorillonita se presentan en la Figura 10. En la Figura 107
correspondiente al espectro del QTS-purificado, se observaron los grupos caracteristicos

del QTS a 1,662 cm™ (O=C-NH,) y 1,563 cm™! (NH>), y adicionalmente a 1,403 y 1,149
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cm’! los grupos C-N y NHz, como resultado de la purificacion del QTS. La interaccion de
AFB; con el QTS-purificado se identificé principalmente con la presencia de los grupos
O=C-NH» y NH presentes a 1,662 y 1,563 cm™!, respectivamente. El espectro del QTS-
SDS (Figura 10") muestra los principales grupos funcionales del QTS (O=C-NH; a 1,643
cm™ yNHz a 1,547 cm™), y los grupos sulfatos correspondientes a la interaccion del SDS,
los cuales se observan a 1,222 cm™ (S=0), 1,063 cm™! (R-O-S), 1,018 cm™! (R-O-S), 627
cm™! (S=0) y 581 cm™! (S=0). Cabe desatacar que la interaccion de la AFB; se presenta
con los grupos aminos (1,643 cm™y 1,547 cm™) y los grupos sulfatos (1,222 cm™, 1,063
cm™, 1,018 cm’!, 627 cm™ y 581 cm™). Finalmente, en la Figura 10¢ se presenta el
espectro de la montmorillonita, donde se observaron los principales grupos funcionales a
1,637 cm™! (H-O-H, molécula de agua), vibracion de estiramiento de las moléculas de
oxido de silicio (Si-O) a 798 cm™! y 688 cm™, y la vibracion de flexion del oxido de
aluminio (Al-O) a 515 cm™. En la Tabla 6, se presenta las bandas y los grupos funcionales

observados en cada secuestrante.

QTS-purificado
QTS-purificado + AFB1

Transmitancia (%)

50 \J
40 r T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm™)

Figura 10a. Espectro IR de la molécula de QTS-purificado
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Figura 10b. Espectro IR de la molécula de QTS-SDS

Montmorillonita
105 — ——— Montmorillonita + AFB,
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Figura 10c. Espectro IR de la arcilla montmorillonita.



Tabla 6. Bandas y grupos funcionales del QTS-purificado, QTS-SDS y montmorillonita.

Secuestrantes Longitud de onda (¢cm™) Grupo funcional
3,312 OH
1,667 0=C-NH,
. 1,570 NH:;
QTS-purificado 1,412 C-N
1,130 NH»
3,312 OH
3,435 OH
2,915 CH
1,643 0=C-NH,
1,547 NH:
1,467 CH;
1,411 CH3
QTS-SDS 1,376 CH;
1,222 S=0
1,063 R-O-S
1,018 R-O-S
627 S=0
581 S=0
1,637 OH
S 798 Si-O
Montmorillonita 688 Si-0
515 Al-O
" CH,OH & HO NH-
OH 0] 0]
NH- CH,OH

Figura 11. Estructura quimica de la molécula de quitosano quimicamente modificada (QTS Purificado).
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Figura 12. Estructura quimica de la molécula de quitosano quimicamente modificada insoluble (QTS-

SDS).
7.3. Caracterizacion de la montmorillonita y beidelita

Como se muestra en la Tabla 7 y 8, los resultados del estudio mineraldgico por
DRX, de las muestras sugieren que estas pertenecen al grupo de las esmectitas (beidelita
y montmorillonita). Como componentes mineraldgicos secundarios, se observan en
ambas muestras, cristobalita, cuarzo y ortoclasa, entre otros. La presencia de yeso y

pequeiias concentraciones de clinoptilolita (zeolita) solo son evidentes en la beidelita.
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Tabla 7. Analisis quimico cuantitativo de beidelita y montmorillonita

Minerales Beidelita Montmorillonita
Fe:03 % 2.31 2.56
TiO2 % 0.20 0.19
Ca0 % 1.40 2.23
K20 % 1.21 0.48
SiO2 % 72.7 69.37
AlLO3 % 11.07 9.14
MgO % 2.64 5.02
Na20 % 1.91 0.25
SO03 % 1.05 0.10
Otros % 0.24 0.21
PXC % 5.27 10.45

Tabla 8. Analisis mineralogico de beidelita y montmorillonita

Especie identificada Beidelita (%) Montmorillonita
(%)
Beidelita 55.0 10.0
Cristobalita 24.0 21.0
Ortoclasa 7.0 2.5
Cuarzo 6.0 5.5
Albita 3.5 -
Clinoptilolita 3.0 -
Yeso 1.5 -
Montmorillonita - 61.0

7.4. Isotermas de adsorcion de AFB1

En la Figura 13, se muestran los porcentajes de adsorcion de cada secuestrante
para AFB; a diferentes valores de pH. A condiciones de pH 5.2, la montmorillonita (99.40
+1.03) y el QTS-purificado (96.43 + 4.72) presentaron una mayor capacidad de adsorcion
(» = 0.00) con respecto a QTS-SDS (79.17 £5.15) y QTS (17.88 &+ 1.89). Sin embargo, a
pH 2.5, la capacidad de adsorciéon del QTS (1.81 + 0.01) y el QTS-purificado (38.71 +
4.44) fue menor (p = 0.00), en contraste con QTS-SDS (72.03 £ 2.53) y montmorillonita
(95.83 £ 1.03). Finalmente, a pH 6.6, la capacidad de adsorcion de la montmorillonita
(82.14 £3.40), el QTS-SDS (75.60 + 3.08) y el QTS-purificado (61.32 + 2.32) fue mayor
(p = 0.00) en comparacion con el QTS (13.05 £ 2.30).
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Figura 13. Porcentaje de adsorcion para AFB; por cada secuestrante.

En la Figura 14, se muestran los porcentajes de adsorcion a diferentes valores de
pH para AFB; con los diferentes secuestrantes. El QTS present6 una mayor adsorcion (p
=0.05) aun pH 5.2 (17.88 + 1.89), seguido de pH 6.6 (13.05 +2.30) y pH 2.5 (1.81 £
0.01). En el caso del QTS-purificado, la mayor capacidad de adsorcion (p = 0.02) se
observo a un pH 5.2 con (96.43 + 4.72), seguido de (61.32 = 2.32) apH 6.6, y (38.71
4.44) a pH 2.5. Para el QTS-SDS se observé una capacidad de adsorcion similar en los
tres valores de pH empleados (p = 0.814): (79.17 = 5.15) apH 5.2, (72.03 £ 2.53) a pH
2.5y (75.60 + 3.08) a pH 6.6. Finalmente, la montmorillonita presentd una mayor

adsorcion (p <0.010) a pH 5.2 (99.40 + 1.03) y pH 2.5 (95.83 + 1.03), en contraste con
un pH 6.6 (82.14 + 3.40).
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Figura 14. Porcentaje de adsorcion a diferentes valores de pH.

7.5. Cuantificacion de aflatoxina Bi1 por cromatografia liquida de ultra alta

resolucion (UPLC)

7.5.1. Curva de calibracion

En la Tabla 9, se muestran las areas de los cromatogramas para cada dilucion de

AFB utilizadas, y la Figura 15 muestra la curva de calibracion correspondiente con un

coeficiente de regresion lineal de R? = 0.9998.

Tabla 9. Datos de calibracion para AFB, obtenidos por UPLC.

Concentracion AFB, Areas
(ppb) (UV*s)
0 0

3.81 223,836
7.81 958,527
15.62 1,969,915
31.25 4,008,014
62.5 8,243,742
125 16,584,722
250 32,583,810
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Figura 15. Curva de calibracion de AFB;.

7.5.2. Cuantificacion de AFB1

La cuantificacion de AFB; analizada por UPLC en cada compartimiento simulado
se muestra en la Figura 16. En esta se observo que en el buche la montmorillonita
secuestro 198.65 + 0.02 ng/ml de AFB1, la cual fue significativamente mayor (p < 0.001)
que la secuestrada por la beidelita (184.07 + 0.47 ng/ml), QTS-purificado (173.95 £ 0.74
ng/ml), QTS-SDS (173.47 £ 0.58 ng/ml) y QTS (137.65 £+ 0.25 ng/ml). De igual manera,
en el proventriculo, la montmorillonita secuestr6é una concentracion de AFB; mayor (p <
0.001) de 199.17 + 0.05 ng/ml, en contraste con beidelita (193.77 £ 0.51 ng/ml), QTS-
SDS (184.52 + 0.08 ng/ml), QTS (134.12 + 0.51 ng/ml) y QTS-purificado (122.3 + 0.22
ng/ml). Por tltimo, en la seccidn intestinal, se observd el mismo comportamiento, donde
la montmorillonita secuestré una mayor concentracion (p < 0.001) de AFB; (199.32 +
0.03 ng/ml), seguido de la beidelita (188.5 £ 0.85 ng/ml), QTS-SDS (184.97 + 0.32
ng/ml), QTS-purificado (129.62 £ 0.21 ng/ml) y QTS (117.85 + 0.33 ng/ml).
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Figura 16. Concentracion de AFB; secuestrada en un modelo in vitro para aves.

En la Figura 17, se presenta las concentraciones de AFB; secuestradas por cada
tratamiento en los diferentes compartimentos simulados. El QTS secuestré mas AFB; (p
=0.00) en el buche (137.65 + 0.25 ng/ml) en comparacion con el proventriculo (134.12
+ 0.51 ng/ml) y la seccion intestinal (117.85 + 0.33 ng/ml). El QTS-purificado secuestrd
mas AFB1 (p = 0.00) en el buche (173.95 + 0.74 ng/ml), seguido de la seccidon intestinal
(129.62 £ 0.21 ng/ml) y el proventriculo (122.3 + 0.22 ng/ml). El QTS-SDS secuestro
mas (p = 0.00) AFB; en el proventriculo (184.52 + 0.08 ng/ml) y la seccion intestinal
(184.97 + 0.32 ng/ml), en comparacion con el buche (173.47 £ 0.58 ng/ml). La
montmorillonita obtuvo un comportamiento similar al QTS-SDS, ya que el secuestro de
AFB; fue mayor (p = 0.00) en el proventriculo (199.17 = 0.05 ng/ml) y la seccion
intestinal (199.32 £ 0.03 ng/ml), en comparacioén con el buche (198.65 + 0.02 ng/ml).
Finalmente, la beidelita mostr6 un secuestré de AFB1 mayor (p = 0.00) en el proventriculo
(193.77 £ 0.51 ng/ml), en comparacion con la seccion intestinal (188.5 + 0.85 ng/ml) y el
buche (184.07 £ 0.47 ng/ml). Estos resultados demuestran que la montmorillonita, la

beidelita y el QTS-SDS, son los tratamientos con mayor estabilidad para el secuestro de
AFB..
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Figura 17. Concentracion de AFB, secuestrada por los tratamientos bajo condiciones de un modelo

in vitro para aves.

Las Figuras de la 18 a la 25, muestran los cromatogramas obtenidos de la curva de
calibracion de la AFB; con un tiempo de corrida de 8 minutos, observandose en todos los
cromatogramas el pico caracteristico de la AFB; entre el minuto 3 y 4.
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Figura 18. Cromatograma para la AFB; con 0 ppb.
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Figura 19. Cromatograma para la AFB; con 3.81 ppb.
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Figura 20. Cromatograma para la AFB; con 7.81 ppb.
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Figura 21. Cromatograma para la AFB; con 15.62 ppb.
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Figura 22. Cromatograma para la AFB; con 31.28 ppb.
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Figura 23. Cromatograma para la AFB; con 62.5 ppb.
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Figura 24. Cromatograma para la AFB; con 125 ppb.
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Figura 25. Cromatograma para la AFB; con 250 ppb.
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Figura 26. Cromatograma del secuestro de AFB; por el QTS.
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Figura 27. Cromatograma del secuestro de AFB por el QTS-purificado.
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Figura 28. Cromatograma del secuestro de AFB por el QTS-SDS.
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Figura 29. Cromatograma del secuestro de AFB, por arcilla montmorillonita.
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Figura 30. Cromatograma del secuestro de AFB) por arcilla beidelita.
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7.5.3. Adsorcion de microminerales por los secuestrantes

En la Figura 31, se presenta los porcentajes de adsorciéon de microminerales,
donde se observdé una mayor adsorcion de microminerales (p < 0.001) en el
compartimento del buche. Con el QTS-purificado se obtuvo mayor porcentaje de
adsorcion (p =0.00) de Fe (95 +1.41), Se (90.5 £2.12) y Zn (34 + 0.41), mientras que la
adsorcion de Mn fue mayor (p < 0.001) para la montmorillonita y la beidelita (21 + 0.99
y 21 £ 0.66, respectivamente). En el compartimento del proventriculo, de igual manera,
el QTS-purificado presentd un mayor porcentaje de adsorcion (p < 0.001) para hierro (94
+ 0.32) y selenio (96 + 0.22). El Zn fue adsorbido en mayor porcentaje por el QTS (26 +
0.11) y el Mn por la beidelita (17 = 0.36). Finalmente, en la seccion intestinal, el QTS
presentd mayor porcentaje de adsorcion (p < 0.001) de manganeso (93 + 0.86) y selenio

(89 £ 1.2), mientras que el QTS-SDS (96 + 0.76) obtuvo una mayor (p < 0.001) adsorcion

de hierro.
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Figura 31a. Porcentaje de adsorcion de microminerales en el compartimiento simulado para el buche.
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8. DISCUSION

8.1. Caracterizacion de las moléculas de quitosano

Los resultados obtenidos de los espectros IR del QTS-purificado y QTS-SDS
coinciden con lo reportado por Abbasi et al. (2020), quienes plantearon que el quitosano
es un buen eliminador de contaminantes debido a la presencia de grupos amino (-NH3) e
hidroxilo (-OH) en su estructura, ya que funcionan como sitios de coordinacion y
reaccion. La modificacion quimica realizada al quitosano hace que la molécula sea
soluble a pH 4cidos, permitiendo un mayor tiempo de accidon para secuestrar la aflatoxina.
Claesson y Ninham (1992) también reportaron que a un pH relativamente bajo (< 6.5) el

quitosano tiene carga positiva y tiende a ser soluble en soluciones acuosas diluidas.

Geetha et al. (2012) reportaron que el SDS, un modelo tensioactivo anidnico, se
une fuertemente al quitosano cationico, formando complejos insolubles a través de
atraccion electrostatica. Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con estas
observaciones ya que el complejo QTS-SDS mostro estabilidad tanto en medio acido
como en medio basico, esto favorece la adsorcion de diferentes moléculas como la

aflatoxina.

8.2. Interacciones de AFB1 con los secuestrantes evaluados

La AFB interactia con los grupos amino del QTS-purificado (O=C-NH>y NH>),
y grupos amino (O=C-NH2 y NH> S=0) y sulfato (S=O y R-O-S) del QTS-SDS. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Herndndez et al. (2018), quienes observaron
una interaccion electrostatica entre el atomo de hidrogeno de los grupos amino del
quitosano con el atomo de oxigeno de AFB.

Los resultados observados de la interaccion de la arcilla montmorillonita y la
AFB se atribuyen a la interaccion ion-dipolo entre los mismos, coincidiendo con Deng
et al. (2010), quienes reportaron que el mecanismo de adsorcion esta principalmente dado
por una interaccion entre el oxigeno del carbonilo de la aflatoxina Bi y los cationes

intercambiables de la bentonita, en este caso con grupos Si*" y AI**,
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8.3. Caracterizacion de la beidelita y montmorillonita

Las muestras analizadas en este estudio sugieren que ambas arcillas son del grupo
esmectitas, clasificandolas en su mayor proporcidon como beidelita (55%) vy
montmorillonita (61%), y en ambas muestras se encontraron porciones de cristobalita
(24%), cuarzo (6%) y ortoclasa (7%). Estos resultados coinciden con Belousov ef al.
(2020), quienes reportaron que en varias muestras de esmectitas, el 70% correspondia a
montmorillonita. Ademas, encontraron como impurezas, cuarzo (15%), feldespato (6%)

y calcita (3%).

8.4. Isotermas de adsorcion

Los porcentajes de adsorcion del QTS coinciden con Solis ef al. (2017), quienes
reportaron en un estudio similar, que el quitosano comercial tuvo una baja capacidad de
adsorcion de AFB; frente a otros compuestos celuldsicos evaluados. En el caso del QTS-
purificado, se observé que a pH de 5.2 y 6.6, hubo un efecto secuestrante de AFB;. Esto
resulta debido a que en el quitosano reticulado quedan los grupos aminos mas disponible
para interactuar con la AFBi. Resultados similares fueron reportados por Juérez et al.
(2017), quienes observaron mediante un analisis computacional de las principales
interacciones del quitosano con la AFB1, que los grupos amino (NH2) del quitosano tienen
gran afinidad por el grupo oxigeno (O2) de la aflatoxina. Por otra parte, el QTS-SDS
también presentd una gran capacidad secuestrante de la AFB;. Esto se debe a la formacion
de un complejo insoluble con la molécula de SDS, incrementando el tiempo de contacto
con la AFB;. Kotz et al. (2001) plantearon que una molécula SDS se une al quitosano
formando un complejo insoluble y proporcionandole mayor estabilidad en su estructura.

En el presente estudio, la montmorillonita tuvo una adsorcion de AFB; de 99%.
Otros autores (Desheng et al., 2005; Dakovic et al., 2008) han obtenido resultados
similares. Desheng et al. (2005) observaron un secuestro de AFB; del 80% en una
solucién acuosa a pH 2, y 90% en una solucién a pH 8. De igual manera, Dakovic ef al.
(2008) obtuvieron porcentajes de adsorcion de AFB; por encima del 93% apH 3,7y 9

con dos montmorillonitas (natural y modificada). Esto se atribuye a la estructura
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octaédrica de la montmorillonita lo que permite intercambiar los cationes de la lamina
interna con el oxigeno de la AFB;.

En este estudio se observo que el porcentaje de AFB; secuestrada a pH 2.5, 6.6 'y
5.2 por QTS-SDS fue constante, sin embargo, en el caso de la montmorillonita, se observo
una menor adsorcion a pH 6.6. Esto difiere con lo reportado por Zhao et al. (2015),

quienes observaron que la adsorcion in vitro de AFB; es dependiente del pH.

8.5. Cuantificacion de AFB1

Los resultados de la cuantificacion de AFB1 mostraron que la montmorillonita
presentd un mayor secuestro de AFB; en comparacion con los otros secuestrantes
evaluados. Varios autores (Wang et al., 2018 y Li et al., 2018) han reportado que la
montmorillonita secuestra AFB; por la interaccion ion-dipolo entre los cationes
intercambiables de la montmorillonita y los grupos carbonilo de la AFB;.

La beidelita fue el segundo secuestrante que presenté mejor adsorcion de AFBy,
lo que demuestra una buena capacidad de intercambio cationico entre el Siy los grupos
carbonilo de la AFB;. Barrientos et al. (2016) reportaron que la beidelita, una esmectita
con capas tetraédrica, adsorbié6 AFB; en menor proporcion que la montmorillonita, una
esmectita con capas octaédrica.

Con las moléculas de quitosano evaluadas en este estudio se observo que el QTS-
SDS, present6 una adsorcion de AFB; de 93%. Esto se debe a la incorporacion de grupos
SDS a la cadena polimérica del quitosano que brindan estabilidad y una alta capacidad de
adsorcion de AFB1. Worthen et al. (2019) reportaron que perlas de quitosano preparadas
con SDS son complejos muy estables en rangos de pH de 1 hasta 5, y se requieren de dos
dias para observar una solubilizacion completa a pH 1.

Por otro lado, la molécula de QTS-purificado presentdé un 61 % de AFB;
secuestrada, esto se debe a que la modificacion quimica de esta molécula neutralizé los
grupos amino lo que causdé una disminucién en la interaccion con la AFB; y por
consiguiente su adsorcion Takara et al. (2015).

Finalmente, la molécula de QTS present6 el menor porcentaje de adsorcion de

AFB;1 (58 %). Este resultado difiere por lo reportado con Abbasi et al. (2020), quienes
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reportaron que el quitosano comercial present6 resultados positivos como secuestrante
simultaneo de 11 micotoxinas, incluyendo la AFBi, con una dieta a base de torta de
palmiste.

En base al porcentaje secuestrado de la AFB; por cada tratamiento, se probd que
la montmorillonita y el QTS-SDS fueron los mejores secuestrantes, aunque hubo menor
secuestro de AFB; en el compartimiento in vitro que simula el buche con respecto a los
otros compartimientos (proventriculo e intestino delgado). En los demés tratamientos se
observaron diferencias en su capacidad secuestrante, ya que la variacion de pH influyo
en la concentracion de AFB; secuestrada. Estos resultados coinciden con Zahoor y Ali
Khan (2018), quienes reportaron que el pH es un factor importante que afecta el proceso
de adsorcion, debido a que afecta la carga superficial del adsorbente y el grado de

ionizacion de los adsorbentes.

8.6. Adsorcion de microminerales

Existen pocos reportes sobre la interaccion entre los adsorbentes de micotoxinas
y los microminerales. En este estudio se realizd una prueba para comprobar si los
secuestrantes utilizados capturaran microminerales. Los resultados obtenidos mostraron
que todos los secuestrantes capturan microminerales de manera significativa, pero en
menor proporcion por el QTS-SDS y la montmorillonita. Chung et al. (1990) reportaron
que pollos de engorda alimentados con 0.5 % o 1.0 % de HSCAS, en dietas libres de
micotoxinas, no alteraron la utilizacién del manganeso (Mn) y vitamina A, pero condujo
a una disminucion del zinc (Zn) en la tibia. En este estudio se utiliz6 una inclusion de 0.2
% de cada secuestrante, observandose una alta adsorcion de microminerales que se
atribuyo a la alta capacidad de intercambio catiénico de los secuestrantes. Esto contrasta
con lo reportado por la European Authority for Food Safety (EFSA, 2011), que advirtio
de un riesgo potencial de secuestro del manganeso al utilizar una dosis superior al 0.5%

de inclusidn de bentonita en el alimento.

46



9. CONCLUSIONES

La micotoxina con mayor concentracion en el lote de maiz contaminado fue la
AFB;. Los secuestrantes con mejor capacidad de adsorcion para AFB; fueron la
montmorillonita, la beidelita y el QTS-SDS. La capacidad de adsorcion de la AFB; por la
montmorillonita y el QTS-SDS se mantuvo constante en los compartimientos que simulan
in vitro el proventriculo e intestino delgado. Aunque todos los tratamientos tuvieron la
capacidad de secuestrar microminerales, estos fueron secuestrados en menor proporcion

por el QTS-SDS y la montmorillonita.
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10. PERSPECTIVAS

En base a los resultados obtenidos en este estudio, el quitosano quimicamente
modificado con SDS (QTS-SDS) tuvo excelentes resultados in vitro como adsorbente de
AFB;. El proximo objetivo es probarlo en un estudio in vivo con pollos de engorda,
usando un alimento contaminado con AFB;. Si se obtienen resultados positivos con el
QTS-SDS, se realizaria un estudio a escala mayor, y si los resultados son favorables en
este ultimo estudio, se introduciria este adsorbente sintético en el mercado de los

secuestrantes de aflatoxinas.
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