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RESUMEN

La presencia de micotoxinas en alimentos es un problema de gran importancia a nivel mundial que provoca
serios perjuicios sanitarios y econdmicos. Para limitar los efectos de las micotoxinas a los animales uno de los
métodos mas utilizados es la aplicacion de secuestrantes. Estos son polimeros inorgénicos u orgénicos que al afia-
dirse a los alimentos forman complejos con las micotoxinas en la luz intestinal disminuyendo asi su absorcion.
Por este motivo se evaluo la eficacia de cuatro secuestrantes, dos alumino silicatos hidratados de calcio y sodio,
uno de glucomananos esterificados y otro del tipo multi modular para aflatoxina B1 (AFB1). La capacidad de
adsorcidn fue evaluada in vitro y bajo condiciones de pH similares a las del tracto gastrointestinal de los animales.
La concentracion de AFB1 fue determinada mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Con la
excepcion del producto de glucomananos esterificados, el porcentaje de unién de aflatoxina B1 obtenido para los
secuestrantes estudiados fue alto (> 76%). Estos resultados sugieren que la mayoria de los secuestrantes utilizados
en este estudio son potenciales agentes quimicos-bioldgicos que podrian ser utilizados para disminuir los efectos
de las aflatoxinas en animales.
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INTRODUCCION

La presencia de micotoxinas en alimentos es un problema de gran importancia a nivel mundial. La FAO esti-
ma que el 25% de los granos de cereales y oleaginosas en el mundo estan anualmente contaminados con micoto-
xinas (Wu, 2007), provocando serios perjuicios tanto sanitarios (dafios a la salud humana y animal) como econ6-
micos (afectando la cantidad y la calidad industrial de las cosechas y alterando las condiciones del mercado do-
méstico). Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular producidos, principalmente, al
final de la fase exponencial o al inicio de la fase estacionaria de crecimiento de los hongos (Bullerman y Bianchi,
2007). La mayoria de las micotoxinas conocidas son producidas por especies de los géneros Aspergillus, Penici-
llium y Fusarium, que colonizan un amplio rango de cereales y oleaginosas, ya sea en forma exclusiva o bien con
otras especies con las que coexisten.

El género Aspergillus produce diferentes micotoxinas, siendo las especies de Aspergillus seccion Flavi las
productoras de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, mientras que M1 es el derivado metabdlico de la B1 de mayor
significado toxicologico. Las aflatoxinas B1 y M1 son las mas toxicas y los dafios resultantes del consumo de
granos contaminados van desde dafio agudo del higado, incluyendo necrosis y hemorragia, hasta cancer hepatico
(Prandini y col., 2009). En animales también ocasionan disminucién en la tasa de crecimiento y baja productivi-
dad (leche, huevos, etc). Son también inmunosupresoras, teratogénicas y mutagénicas (Sweeney y Dobson, 1998).
Cabe destacar que las aflatoxinas B1 y M1 estan clasificadas como carcindgeno grado 1 por la Agencia Interna-
cional de Investigacion en Céancer (IARC, 2002). Pueden estar presentes en leche y derivados, carne de cerdo o
huevos si el animal consume suficiente cantidad de alimento contaminado (Creppy, 2002).

Para limitar los efectos de las aflatoxinas en los animales existen métodos bioldgicos, quimicos, fisicos y la
aplicacién de secuestrantes. Estos ultimos, son polimeros inorganicos u organicos de gran peso molecular que, al
afiadirse a los alimentos, son capaces de formar complejos irreversibles con las micotoxinas en la luz intestinal
disminuyendo su absorcion para luego ser excretados en las heces. El resultado final es una reduccion del nivel de
micotoxina en la sangre que no afecte significativamente el desempefio productivo del animal cuando recibe un
alimento contaminado.

Entre los secuestrantes inorganicos se encuentran los alimino silicatos hidratados de calcio y sodio (HSCAS)
y entre los organicos los glucomananos esterificados (EGM) y un tercer tipo denominado multimodular (MM).
Estos aditivos se activarian al ponerse en contacto con los jugos digestivos, formando complejos insolubles y es-
tables con las micotoxinas, no permitiendo que se absorban en el tracto gastrointestinal (Diaz y Smith, 2008). Los
HSCAS consisten basicamente en arcillas de aluminio y silicio combinados con otros minerales en arreglos tridi-

1de5


mailto:dpan@fing.edu.uy
http://www.produccion-animal.com.ar/

Sitio Argentino de Produccion Animal

mensionales. Este arreglo forma estructuras con amplia superficie de contacto y porosidad, denominadas alumino-
silicatos (Garcia y col., 2004).

Los EGM se obtienen a partir de la esterilizacion de la pared celular de las levaduras Saccharomyces cerevi-
siae. Las micotoxinas serian atrapadas en la matriz del glucomannano en el tracto gastrointestinal, lo que impedi-
ria su posterior absorcion (Raju y Devegowda, 2000). Esta capacidad de adsorcion de micotoxinas se veria favo-
recida por la disposicion tridimensional de los polisacaridos y su naturaleza porosa, por lo que serian efectivas
para contrarrestar micotoxinas tales como aflatoxina, zearalenona y ochratoxina (Yianninkouris y col., 2004).

El MM esta formado por minerales, microorganismos, sustancias fitogénicas y constituyentes ficoliticos. La
fraccion mineral esta constituida por una mezcla de minerales que acttan sinérgicamente en la adsorcion selectiva
y estable de aflatoxinas y fumonisinas cuando se dan condiciones de pH &cido (Gargees y Shareef, 2008). La frac-
cién biolodgica esta compuesta por enzimas que serian capaces de inactivar las micotoxinas poco polares (por
ejemplo las toxinas del género Fusarium), degradando sus grupos funcionales (como el 12-13 epoxi de los tricho-
tecenos) o hidrolizando enlaces éster, (como zearalenona), convirtiéndolas en metabolitos inactivos y no toxicos.
La fraccién microbiana incluye microorganismos que tendrian la capacidad de proliferar rapidamente en el tracto
gastrointestinal y producir un sistema enzimatico que neutralizaria e inactivaria las micotoxinas por biotransfor-
macién (Danicke y col., 2004; Diaz y Smith, 2008).

Los ensayos in vitro han proporcionado una buena idea de la afinidad y capacidad de unidn de los secuestran-
tes a las micotoxinas, por lo que se ha utilizado como un método para seleccionar diferentes tipos de secuestrantes
(Kong y col., 2014; Marroquin-Cardona y col., 2009; Thieu y col., 2008; Sabater-Vilar y col., 2007). Por lo tanto,
el objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia in vitro de diferentes tipos de secuestrantes comerciales para
aflatoxinas.

MATERIALES Y METODOS

Se evalu6 la eficacia in vitro de cuatro secuestrantes comerciales para aflatoxina B1 seglin la metodologia
propuesta por Diaz y col., 2002. Entre los secuestrantes ensayados se encuentran dos del tipo alumino silicatos
hidratados de calcio y sodio (HSCAS), uno de glucomananos esterificados (EGM) y otro del tipo denominado
multi modular (MM) (Cuadro 1). Cada agente secuestrante (1,1 g) se adicioné a frascos de Erlenmeyer de 125 ml
conteniendo 100 ml de metanol al 10%, a pH 2.5, y se agité durante 30 min a 37°C para simular las condiciones
durante el pasaje gastrico de los animales monogastricos. Luego se ajusto el pH a 7 para simular el pasaje intesti-
nal y se incubaron toda la noche en agitacion constante a 180 rpm. Al término de este tiempo, 900 ul de cada una
de las soluciones de secuestrantes fueron adicionados a tubos de microcentrifuga conteniendo 5 pg de estandar de
AFBL1 (Trilogy®, Trilogy Analytical Laboratory Inc., Washington, USA) y 100 pl de metanol. Como control se
utilizaron 900 ul de aguada destilada.y 100 pl de metanol. Los tubos fueron incubados a temperatura ambiente
durante una hora con agitaciones periddicas cada 15 min y luego se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min.
Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Se determin6 la concentracion de AFB1 presente en el sobre-
nadante mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Para ello una alicuota de 200 ul del sobrena-
dante fue derivatizada con una solucién de 700 ul de acido trifluoroacético/acido acético glacial/ agua (20:10:70)
a 65°C durante 8.5 min. Una alicuota de 50 ul de la solucién derivatizada fue inyectada en el sistema HPLC. Di-
cho sistema consistio de una bomba Shimadzu LC-10ADvp y un detector de fluorescencia Shimadzu RF-10AxI.
Las separaciones cromatogréaficas se realizaron en una columna de fase reversa (C18,150 x 4.6 mm d.i., 5 um de
tamafio de particula) (Nucleodur®, Macherey-Nagel, Diren, Germany), conectada a una precolumna (8 x 4 mm
d.i., 5 um de tamafio de particula; Nucleodur®, Macherey-Nagel, Diiren, Germany). La fase movil empleada fue
acetonitrilo:etanol:agua (1:1:4), a una velocidad de flujo de 1,5 ml/min. La flourescencia de las aflatoxina deriva-
tizadas fue registrada a una longitud de onda de 360 nm exitacion y 440 nm de emisidn. El limite de deteccidn fue
de 2 ng/mL.

El porcentaje de aflatoxina unida al adsorbente fue calculado mediante la diferencia entre la cantidad inicial
de aflatoxina en el medio de ensayo y la cantidad final en el sobrenadante. Estos datos se analizaron mediante
andlisis de varianza (ANOVA) y los promedios fueron comparados usando el test de Fisher LSD para determinar
diferencias significativas entre los controles y los diferentes secuestrantes.

2de5



Sitio Argentino de Produccion Animal

RESULTADOS
Cuadro I. Eficacia in vitro de diferentes secuestrantes comerciales sobre AFB1.
Modo de Composicion AFBL1 libre Habilidad de union
accion P (mg/ml) a la AFB1 (%)
Control 5 0
Extractos de Saccharomyces cerevisiae a
EGM HSCAS 39+14 22+14
HSCAS 1 HSCAS 04402 92 +5,9°
Compuestos sulfurados
HSCAS 2 HSCAS 12+0,1 76 +2,3"
Microorganismos (Trichosporon mycotoxinivorans)
MM HSCAS 0,6 £0,5 89+4,9
Exctracto de plantas y algas
Enzimas

* Dentro de cada columna los promedios marcados con diferente letra son significativamente diferentes (Fisher LSD < 0.05).

Todos los secuestrantes analizados tuvieron la capacidad de unirse a la AFB1 (Cuadro 1), siendo EGM el que
presentd la menor capacidad de union (22%), respecto al resto de los productos utilizados (p<0.05). También se
pudo observar que los secuestrantes HSCAS 1 y MM que tienen otros compuestos ademas de aluminosilicatos,
presentaron la mayor capacidad de unién (Cuadro I).

DISCUSION

Con la excepcidn del producto de glucomananos esterificados, el porcentaje de unién de AFB1 obtenido para
los secuestrantes estudiados fue alto (> 76%) y similar al encontrado en estudios realizados in vitro por otros auto-
res (Diaz y col., 2002; Jard y col., 2011; Kong y col., 2014).

Varios trabajos han demostrado que los secuestrantes HSCAS tienen una alta afinidad por AFB1, pues for-
man un complejo entre el grupo B- carbonil de la aflatoxina y los iones aluminio del secuestrante, que es estable a
temperaturas de 25°C y 37°C y en un rango de pH de 2 a 10 (Huwig y col., 2001; Phillips y col., 1988, 1990).
Ademas, se ha demostrado la capacidad in vivo de este agente secuestrante, al 0.5% y 2% de la dieta, de prevenir
la aflatoxicosis en aves (pollos y pavos), cerdos y rumiantes (ganado lechero, corderos y cabras) (Ramos y Her-
nandez, 1997).

Sin embargo, el uso de este tipo de sucuestrante no parece ser efectivo para adsorber otras micotoxinas como
zearalenona, ocratoxina y tricotecenos (Danicke y col., 2004; Santin y col., 2002; Osweiler, 2000). Por otra parte,
los sucuestrantes minerales tienen la desventaja de poder adsorber vitaminas y minerales esenciales para la nutri-
cion animal (Jard y col., 2011).

Al igual que en este estudio, trabajos previos utilizando adsorbentes multi modulares han encontrado altos va-
lores de union a la AFB1 y demostrado que el principal mecanismo de accion es la adsorcién debido a la polaridad
de esta micotoxina (Celik y col., 2000; Marroquin-Cardona y col., 2009; Kong y col., 2014). A diferencia de los
HSCAS, este tipo de adsorbente tiene la ventaja de presentar baja adsorcién de nutrientes y antibidticos (Gargees
y Shareef, 2008).

La baja capacidad de union que se obtuvo in vitro con los productos a base de glucomananos es similar a la
encontrada por Marroquin-Cardona y col. (2009), pero diferente a la obtenida por Diaz y col. (2002) y Kong y col.
(2014), donde este tipo de secuestrantes presentaron mas de un 90% de unién a la AFBL. Esta diferencia puede
deberse a que parte de la unioén de la AFB1 a los B-D-glucanos es mediante uniones de Van der Waals y puentes
de hidrogeno, los cuales son reversibles y dependen de la orientacidn de las moléculas (Yiannikouris y col., 2006).
Se ha demostrado también que la adsorcion de las aflatoxinas a este tipo de secuestrantes esta afectada por el pH
del medio, siendo la adsorcion maxima pH 4 (Diaz y Smith, 2008). Por otra parte, se ha demostrado que la efica-
cia de union a la AFBL1 por este tipo de producto esta correlacionada con el contenido y tipo de cenizas. Los se-
cuestrantes EGM que contienen mas del 30% de cenizas mostraron valores de adsorcién superiores al 90%, mien-
tras que productos conteniendo menos del 10% de cenizas no superaron el 20% de adsorcion (Fruhauf y col.,
2012). En este estudio no fue posible determinar la composicion del adsorbente, pero es posible que presente ba-
jos niveles de cenizas hecho que explicaria, en parte, la baja capacidad de union obtenida. Por este motivo, es
importante conocer la composicion de los adsorbentes que se comercializan en nuestro mercado.
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CONCLUSIONES

Se puedo observar que la mayoria de los secuestrantes comerciales analizados son potenciales agentes quimi-

co-bioldgicos que podrian ser utilizados para disminuir los efectos de las aflatoxinas en animales. Cabe destacar
gue la afinidad obtenida en este estudio in vitro puede ser diferente cuando el agente secuestrante se encuentre en
condiciones in vivo. Sin embargo, si un producto no adsorbe una micotoxina in vitro hay pocas probabilidades de
que lo haga in vivo. La capacidad de accion demostrada por estos productos amerita profundizar su estudio bajo
diferentes condiciones para obtener resultados mas precisos.
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