


METODOS Y MATERIALES

Es preciso establecer con detalle las condiciones de trabajo, simulando |as condiciones fisioldgicas de lasa
especies de destino. Dada la diferencia estructural existente entre las distintas micotoxinas, por
corpontamientos distintos de los materiales para | as distintas micotoxinas, por |0 que debe establecerse un
protocolo esténdar de trabajo para cada una de €l as.

Tras realizar una exhaustiva revision bibliogréfica* sobre estudios de la capacidad de adsorcién In vitro
de distintos adsorbentes, se decidid tomar como base las condiciones de pH, temperaturay tiempo de
incubacién, asi como de soluciones de trabajo descritas en Ramos (1994) y por Larsson et a.(1997)*.
Puesto gue se desconoce la posibilidad de des-adsorcion de la micotoxina durante €l transito digestivo, se
deciden testar varios tiempos de reaccion ( 2, 4y 8 horas). Todos los estudios se llevaron a cabo a 38°C, por
ser éstalatemperatura de los animales de destino. Se evaluaron 3 pH: 2, 4 y 6 de forma independiente, y
para simular los cambios de pH que se dan en €l tracto digestivo, se afiadié un estudio en € que se testaba
primero en una solucion de pH 2 , pasando posteriormente la solucién a pH 6. Se emplearon dos tipos de
soluciones, solucion 1. (tampon fosfato-citrato ajustada a los diferentes valores de pH) y solucion 2.
(soluciones fisiol0gicas gastricas simulada de pH 2, tampon de pH 4 conteniendo el ectrolitos e intestinal
simulada de pH 6).Segun |l os trabajos consultados, la concentracion optima de adsorbente es de 0.1%, por
lo que todos los materiales se testaron a este nivel de inclusion.

Como materiales para el desarrollo del protocolo, se tomaron las muestras M5 y M 10, consideradas como
las mas representativas. A fin de investigar posibles uniones no especificas de |la micotoxina, asi como
controlar una posible degradacion de lamismaen el medio de reaccion, seincluyo un blanco con
mi cotoxina pero sin adsorbente (SB) como control negativo. En el caso de existir en el mercado un
producto de eficacia probada, se incluyé como control positivo de la adsorcion (el nivel deinclusion se
realizé segun recomendaciones del fabricante). La concentracién de micotoxina fué de 150 ppb para
afaltoxinaBl y Ocratoxina A, y de 1500 ppb para zeara enone y deoxynlvaenol.

* (Ramos, 1994; Phillips et al.,1994; Ramos y Hernandez, 1994: Larson et al., 1997; Natour y Youssef, 1998)




b»m] PROCEDIMIENTO

A 0.3 gramos de |la muestra se anadieron 30 ml
de la solucion de trabajo (solucion 1 0 2) con la
micotoxinas a testar. Se incubd en un bano
termoestatizado (38°C) con agitador magnético
(400 rpm). Transcurrido € tiempo de reaccion, se
tomo una alicuota (2 ml), se centrifugo (3,500
rpm, 5 minutos) y se filtré (PDVF, 13 rpmy 0.40

u, Millex-HV, Ireland).

Ver esquema adjunto:



ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO
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ANALISIS DE HPLC




ANALISIS

El analisis de las micotoxinas se llevd a cabo mediante cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC), de acuerdo con los métodos descritos en la bibliografia consultada
(AOAC, 1995: CEN, 2001; Joseph et al., 20034: stroka et a. 2003; Trcksess et al., 1998,
Vdluti, A., 2001).

L a capacidad de adsorcion se determina como porcentaje segun:

([ Micotoxina] en SR x 100) / [ Micotoxina] en Solucion Blanco (SB)

Cada experimento fue realizado por duplicado, sometiendo los resultados a un andlisis de
varianza (ANOVA), mediante €l programainformatico SAS.




RESULTADOS

LOS RESULTADOS DE ADSORCION DE ZEARALENONA CON “AGRABOND” Y OTROS DOS PRODUCTOS DE
LA COMPETENCIA:

Objectivo: Determinacién de la capacidad de adsorcién “In Vitro”.

Muestras: Agrabond (Agranco, USA)
Mycosorb (Alltech, USA)
DIASOL ((MO + Ag) 6+1)

Niveles de Inclusién de las Muestras: 0.05, 0.1, 0.2 and 0.5% (p/ v).

Condiciones: Condiciones fisiologicas de pH , tiempo de transito y temperatura simuladas en el tracto
digestivo. Soluciones intestinales simuladas pH6, (USPXXII, Larson et al, 1997), 4 horas de incubacion a
38°C con 400 rpm de

Concentracion de Zearalenona: 1500 ng/ml de solucion fisiologica simulada.

Resultados:
La siguiente tabla contiene los resultados de adsorcién del 1os productos arriba mencionados:

% Adsorcion de Zearalenona
% Muestra Agrabond Mycosorb DIASOL (MO)
(p/v) +Ag

0.5 > 96.5 63.0 (2.2) > 96.5.5
0.2 > 06.5 NA* >90.9(0.49)
0.1 > 96.5 47.2 (0.0) >72.3(2.0)
0.05 94.3 (1.0) 26.3 (4.5) >54.0(1.0)

- Los valores en paréntesis corresponden ala desviacion estandar de 3 réplicas.

* NA — No analfiizadas




LISTA DE PRODUCTOS PROBADOS Y LOS
RESULTADOS




