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RESUMEN 

La presente investigación está constituida en dos etapas: en la primera etapa se 

realizó la caracterización de ácidos húmicos (AH) aislados de lombricompostas 

mediante las técnicas de potencial Z (ζ), punto de carga cero (pHpzc), 

espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier con reflexión total 

atenuada (FTIR-ATR), microscopía electrónica de barrido (SEM) y espectroscopía 

de rayos X con dispersión de energía (EDS) para conocer las propiedades físicas 

y químicas de los AH, con la finalidad de elucidar el tipo de interacciones que 

podrían llevarse a cabo con la molécula de aflatoxina B1 (AFB1). Adicionalmente, 

se utilizó un modelo in vitro que simula el tracto digestivo de las aves de engorda 

para evaluar la capacidad de los AH de adsorber AFB1. La inclusión de AH 

evaluada fue de 0.2% en una dieta contaminada con AFB1 (100 µg/kg). En la 

segunda etapa experimental se evaluó el efecto de los AH sobre los conteos 

bacterianos de Salmonella entérica serotipo Enteritidis (SE), Escherichia coil (EC), 

Clostridium perfringens (CP), Bacillus subtilis (BS) y Lactobacillus salivarius (LS) 

en un modelo in vitro. Se realizaron pruebas independientes para cada bacteria 

con inclusiones ascendentes de AH: 1) Control negativo (sin bacteria), 2) Control 

positivo (bacteria), 3) 0.1% de AH + bacteria, 4) 0.2% de AH + bacteria, 5) 0.5% de 

AH + bacteria, y 6) 1% de AH + bacteria. Los resultados de la caracterización 

revelaron que los grupos funcionales primarios en los AH son los ácidos 

carboxílicos y fenólicos. Además, se determinó una superficie con una fuerte carga 

negativa en los pH simulados (3, 5 y 7). El porcentaje de adsorción de AFB1 fue 

del 97.6% en comparación con el 81.5% de la zeolita utilizada como referencia (P 

<0.05). Finalmente, en los conteos bacterianos se observó un aumento 

significativo de todas las bacterias utilizadas (P ≤ 0.0001) en el último 

compartimiento simulado del modelo in vitro. En conclusión, los resultados de la 

presente investigación sugieren que los AH pueden ser utilizados como 

adsorbentes de aflatoxinas por su gran capacidad para unirse a la AFB1, y como 

prebióticos por su capacidad estimulante del crecimiento bacteriano. 

Palabras clave: Pollos de engorda, caracterización, ácidos húmicos, AFB1, 

retos bacterianos. 
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ABSTRACT 

The present investigation is constituted in two phases: in the first phase , the 

characterization of humic acids (HA) isolated from vermicomposts was carried out 

using the techniques of potential Z (ζ), point of zero charge (pHpzc), Fourier 

transform infrared spectroscopy with attenuated total reflection (FTIR-ATR), 

scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy 

(EDS) to determine the physical and chemical properties of HA, in order to 

elucidate the type of interactions that it could lead carried out with the aflatoxin B1 

(AFB1) molecule. Additionally, an in vitro model that simulates the digestive tract of 

broiler chickens was used to evaluate the capacity of HA to adsorb AFB1. The 

inclusion of HA evaluated was 0.2% in a diet contaminated with AFB1 (100 µg/kg). 

In the second experimental stage, the effect of HA on the recovery of bacterial 

counts of Salmonella enterica serovar Enteritidis (SE), Escherichia coil (EC), 

Clostridium perfringens (CP), Bacillus subtilis (BS) and Lactobacillus salivarius 

(LS) was evaluated in an in vitro model. Independent tests were performed for 

each bacterium with ascending HA inclusions: 1) Negative control (no bacteria), 2) 

Positive control (bacteria), 3) 0.1% HA + bacteria, 4) 0.2% HA + bacteria, 5) 0.5% 

HA + bacteria, and 6) 1% HA + bacteria. The characterization results revealed that 

the main functional groups in HA are carboxylic and phenolic acids. Additionally, a 

surface with a strong negative charge was determined at the simulated pH (3, 5 

and 7). The percentage of adsorption of AFB1 was 97.6% compared to 81.5% of 

the zeolitic material used as reference (P <0.05). Finally, in the bacterial counts, a 

significant increase of all the bacteria used (P ≤ 0.0001) was observed in the last 

simulated compartment of the in vitro model. In conclusion, the results of the 

present investigation suggest that HA can be used as aflatoxin adsorbents due to 

their strong capacity to bind AFB1, and as prebiotics due to their capacity to 

stimulate bacterial growth. 

Keywords: Broilers, characterization, humic acids, AFB1, bacterial challenges.  
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CARACTERIZACIÓN DE ÁCIDOS HÚMICOS PROVENIENTES DE 

LOMBRICOMPOSTAS Y SU USO EN MODELOS IN VITRO QUE SIMULAN EL 

TRACTO DIGESTIVO DE LAS AVES DE ENGORDA  

I. INTRODUCCIÓN 

Las sustancias húmicas (SH) son el componente principal de la materia orgánica 

del suelo, son macromoléculas orgánicas granulares de color marrón-negro 

resultantes principalmente de la descomposición de la materia vegetal (lignina, 

celulosa y hemicelulosa) y animal (lípidos y proteínas). Debido a su solubilidad, las 

SH se pueden dividir en ácidos húmicos (AH), ácidos fúlvicos (AF) y huminas. Los 

AH son solubles en medios alcalinos pero insolubles en medios ácidos. Los AF 

son solubles en ambos medios alcalinos y ácidos. Por otro lado, las huminas no 

son solubles en medios alcalino ni ácido. Sin embargo, la presencia de productos 

de descomposición asociados a la materia orgánica y minerales dificultan su 

aislamiento y caracterización (Peña-Méndez et al., 2005; Gomez-Rosales y 

Ángeles, 2015). 

Los AH consisten principalmente  de unidades alquilo/aromáticas, enlazadas por 

grupos carboxilos (COOH), fenólicos-OH, alcoholes-OH y carbonilo-OH (Saar y 

Weber 1979), además de la presencia de grupos amino y otros grupos funcionales 

de menor abundancia. La presencia de grupos carboxílicos y fenólicos son la 

principal razón por la cual los AH exhiben propiedades de intercambio catiónico 

(Gadad et al., 2007; Aeschbacher et al., 2011). Esta función en combinación con 

las propiedades coloidales, hacen a los AH agentes efectivos para enlazar y 
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transportar una gran variedad de agentes orgánicos e inorgánicos (Piccolo, 2002)  

El potencial del uso de AH como agentes antivirales, antiinflamatorios, 

estrogénicos, profibrinolíticos y anticoagulantes, entre otras aplicaciones atraen el 

interés en la medicina y en la industria farmacéutica (Steinbüchel y Marchessault, 

2005). En medicina veterinaria, han sido observadas propiedades 

antiinflamatorias, antioxidantes, antiparasitarias, antivirales y antibacterianas en 

diversas especies animales (Peña-Méndez et al., 2005; Aeschbacher et al., 2011). 

Se han realizado numerosos estudios de los efectos de diversas concentraciones 

de AH sobre el peso vivo, el consumo de alimento, las características de la canal y 

las características gastrointestinales en pollos de engorda. La mayoría de los 

parámetros productivos, incluido el aumento de peso diario y el peso final de las 

canales de pollos de engorda, se mejoran al agregar AH al agua de bebida o al 

alimento (Kocabağli et al., 2002; Karaoglu et al., 2004; Rath et al., 2006; Ozturk 

et al., 2010; Arif et al., 2019). 

El proceso por el cual los AH mejoran el rendimiento en las aves no es claro. 

Shermer et al (1998)  propusieron la hipótesis de que los AH pueden afectar el 

desempeño de las aves al modificar la microbiota del tracto gastrointestinal, 

favoreciendo una mayor actividad enzimática y mejorando la digestibilidad de los 

nutrientes. En una investigación reciente, se descubrió que los AH aumentan la 

viscosidad intestinal, reducen la translocación bacteriana al hígado y la 

permeabilidad intestinal, influyendo de manera positiva a mantener la integridad 



6  

del epitelio intestinal (Maguey-Gonzalez et al., 2018 a). La evaluación de las 

propiedades fisicoquímicas de los AH es fundamental para el entendimiento de la 

interacción de estas sustancias con otros compuestos como las aflatoxinas. Por lo 

que en este trabajo se realizó la caracterización de los AH extraídos de 

lombricompostas, empleando diversas técnicas con la finalidad de elucidar las 

posibles interacciones con las bacterias y la aflatoxina B1 en modelos in vitro que 

simula el tracto digestivo de las aves de engorda. 
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II.  ANTECEDENTES 

Sustancias húmicas 

Origen 

Las SH son el componente principal de la materia orgánica, son macromoléculas 

orgánicas amorfas de color marrón-negro resultantes de la descomposición 

principalmente de la materia vegetal (lignina, celulosa y hemicelulosa) y animal 

(lípidos y proteínas). Las SH se forman por una serie de procesos físicos, 

químicos y biológicos complejos y no del todo esclarecidos, en los cuales, 

principalmente las eucariotas (detrivoros y hongos) y las procariotas (bacterias 

aeróbicas) descomponen la materia orgánica (Peña-Méndez et al., 2005; Gomez-

Rosales y Ángeles, 2015). 

Las SH están presentes en suelos, arroyos, lagos y océanos, constituye alrededor 

del 80% del carbón en suelos y el 60% del carbón disuelto en medios acuáticos 

(Lehmann y Kleber, 2015). Su presencia es generalizada a nivel mundial, se 

pueden encontrar desde las regiones tropicales hasta las árticas, como 

componente principal de grandes depósitos de turba, leonardita, carbón y esquisto 

bituminoso (Tan, 2003). 

Características generales de las sustancias húmicas 

La composición elemental, la constitución de los principales grupos funcionales y 

las propiedades estructurales son técnicas comúnmente utilizadas para la 
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caracterización de las SH. Los principales elementos presentes en las SH son el C 

(55-59%), H (4.7-6.3%), O (33-41%), N (1.8-3.2%) y S (<1%). La composición 

elemental relativa en las SH se ve afectada por el origen, grado de maduración y 

técnica de aislamiento/extracción (Senesi et al., 1989; Ait Baddi et al., 2003; 

Giovanela et al., 2010; Xavier et al., 2012; Liu et al., 2020). 

Senn y Kingman (1973) definieron que las SH son moléculas complejas con alto 

peso molecular de naturaleza hidrófila y ácida; además, precisaron la forma 

molecular de las SH por primera vez, determinando que las cargas negativas se 

atribuyen a la disociación de protones de los principales grupos funcionales en la 

molécula de las SH (Figura 1).  

 

Figura 1. Estructura química de las sustancias húmicas (Senn y Kingman, 1973). 

Las SH consisten de unidades alquilo/aromáticas, enlazadas principalmente por 

grupos carboxilos (COOH), fenólicos-OH, alcoholes-OH y carbonilo (Saar y 

Weber, 1979), además de la presencia de grupos amino y otros grupos 

funcionales de menor abundancia. La presencia de grupos carboxílicos y fenólicos 
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son la principal razón por la cual las SH exhiben propiedades de intercambio 

cationico (Gadad et al., 2007; Aeschbacher et al., 2011). Estos grupos carboxílicos 

disocian sus átomos de hidrógeno alrededor de un pH 3.0, mientras que los 

grupos fenólicos disocian sus protones alrededor de un pH 9.0. En general, estos 

dos principales grupos funcionales dan a las SH su comportamiento 

electroquímico (Stevenson y Schnitzer, 1982). Estas características químicas en 

las SH les confieren sus principales funciones de adsorción, intercambio catiónico, 

reacciones de quelación y reacciones complejas. En un rango de pH 4 a 8, las SH 

demuestran una carga negativa en su superficie. Cuando los grupos carboxilo y 

fenólico se encuentran disociados, da lugar a una función surfactante con la 

habilidad de unirse a diferentes compuestos que forman complejos químicos 

hidrofóbicos e hidrofílicos (Gaffney et al., 1996). Esta función en combinación con 

las propiedades coloidales, hacen a las SH agentes efectivos para transportar y 

ligar agentes orgánicos e inorgánicos (Piccolo, 2002). 

Otras características interesantes de las SH son los altos rangos de peso 

molecular, que oscilan desde los cientos hasta varios miles de daltons, debido a 

procesos intermoleculares e intramoleculares de auto-organización. Factores 

como el pH, la fuerza iónica, la densidad de carga, el grado de ionización de los 

grupos ácidos, la concentración y las interacciones intermoleculares afectan la 

conformación estructural de las SH (Senesi et al., 1989; Ait Baddi et al., 2003). A 

un pH por debajo de 4, la estructura de las SH se encuentra protonada, dando 

como resultado una estructura agregada o compacta. A valores de pH entre 4 y 6, 
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la carga superficial es cercana a cero, minimizando la repulsión intramolecular y 

promoviendo una macro-estructura más extendida y dispersa (Sarlaki et al., 2020). 

A pH superior a 7, se puede observar una estructura abierta y completamente 

desplegada (Giovanela et al., 2010).  

Importancia de las sustancias húmicas en la medicina veterinaria  

Las SH se han utilizado en humanos durante años como suplementos 

nutricionales y con fines terapéuticos. Actualmente, los diferentes atributos de las 

SH atraen el interés de su uso en la medicina y la industria farmacéutica por su 

potencial como agentes antivirales, antiinflamatorios, estrogénicos, 

profibrinolíticos, anticoagulantes, entre otros (Steinbüchel y Marchessault, 2005). 

En medicina veterinaria, han sido observadas propiedades antiinflamatorias, 

antioxidantes, antiparasitarias, antivirales y antibacterianas (Peña-Méndez et al., 

2005; Aeschbacher et al., 2011). Se ha documentado el uso profiláctico de las SH 

con dosis de 500 a 2000 mg/kg de peso en caballos, perros, cerdos y aves en 

terapias antidiarreicas o para aliviar dolencias gastrointestinales (EMEA, 1999). 

Cabe resaltar su uso como antídoto en la intoxicación por metales pesados como 

mercurio, cadmio y zinc en peces, ratones y aves (Tan, 2003). Pruebas clínicas 

sobre la seguridad y toxicología de las SH han demostrado que la dosis letal es de 

10 g/Kg de peso vivo de los animales. Por lo tanto el uso de las SH es seguro 

(Islam et al., 2005). 

En estudios in vitro sobre las propiedades antioxidantes de las SH, se encontró 
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que ayudan a mantener el equilibrio en las reacciones de óxido-reducción de las 

mitocondrias de ratas, además de auxiliar en la eliminación de los radicales libres 

y de los radicales superóxido (Vaskova et al., 2011). Yasar et al (2002), 

encontraron una ganancia de peso significativa asociada con una mayor superficie 

epitelial, aumento en el largo de las vellosidades intestinales y profundidad en las 

criptas cuando se suministraron las SH en el agua de bebida de ratas. 

Aves de engorda 

Se han realizado diversos estudios para determinar como las SH afectan el peso 

vivo, el consumo de alimento, los principales parámetros de la canal y las 

características gastrointestinales en pollos de engorda. La mayoría de los 

parámetros productivos, incluido el aumento de peso diario y el peso final de las 

canales de pollos de engorda, se mejoran al agregar SH al agua de bebida o al 

alimento (Arif et al., 2019; Kocabağli et al., 2002; Karaoglu et al., 2004; Rath et al., 

2006; Ozturk et al., 2010). 

Yörük et al (2004), reportaron que el índice de conversición alimenticia no se alteró 

a los 21 días, y mejoró después de los 42 días, lo que sugiere que el aumento en 

la ganancia de peso y la eficacia en la conversión alimenticia pueden ser 

causados por el efecto estimulante de las SH en el sistema digestivo, mejorando la 

utilización de nutrientes y los procesos metabólicos.  

Debido a su capacidad adsorbente, las SH se han utilizado para reducir la 

micotoxicosis en las aves de corral (van Rensburg et al., 2006; Ghahri et al., 2010; 
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Arafat et al., 2017) además, diversos estudios han demostrado que las SH 

reducen las emisiones de amoníaco al medio ambiente (Henderson, 2005; Ji y 

Kim, 2006; Zralý et al., 2008).  

El proceso por el cual las SH mejoran el rendimiento en las aves no es del todo 

claro. Shermer et al. (1998) propusieron la hipótesis de que las SH pueden afectar 

el desempeño de las aves al modificar la microbiota del tracto gastrointestinal, 

favoreciendo una mayor actividad enzimática y mejorando la digestibilidad de los 

nutrientes al aumentar la biodisponibilidad de minerales y otros compuestos 

mediante la quelación. De acuerdo con Hayirli et al. (2005), varios elementos traza 

presentes en las SH pueden servir como cofactores que aumentan la actividad de 

diferentes enzimas necesarias para la digestión y el transporte de nutrientes.  

Finalmente, debido a sus características coloidales y la propiedad de formar 

agregados dentro de las soluciones, se ha propuesto que las SH tienen la 

capacidad de crear capas protectoras sobre la membrana mucosa epitelial del 

tracto digestivo, impidiendo la penetración de bacterias patógenas o sustancias 

tóxicas producidas por estas (EMEA, 1999; Islam et al., 2005; Maguey-Gonzalez 

et al., 2018 b). La capacidad de las SH para formar barreras protectoras, se 

atribuye a la creación de cadenas poliméricas en un medio con un pH ligeramente 

alcalino, como el intestino (Cozzolino y Piccolo, 2001; Piccolo, 2002). Las SH 

también interactúan con biomoléculas como el colágeno, promueven la resistencia 

y madurez de sus fibras, lo que resulta en un aumento de la integridad de las 

vellosidades intestinales (Yasar et al., 2002). 
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En una investigación reciente, se descubrió que las SH aumentaron la viscosidad 

intestinal, reduciendo la translocación bacteriana al hígado y la permeabilidad 

intestinal (Maguey-Gonzalez et al., 2018 a). Además, se ha demostrado que las 

SH influyen positivamente en la expresión del gen mucine-2 (MUC-2) en la 

mucosa del ciego (Mudroňová et al., 2020). MUC-2 es una mucina crucial que 

forma geles y funciona como el componente de barrera principal de las capas del 

glucocalix, así como un sitio de almacenamiento de inmunoglobulina A secretora 

(IgA).  

Uso de sustancias húmicas provenientes de lombricompostas en aves de 

engorda 

Gómez y Ángeles (2015) demostraron que la composta y los lixiviados 

provenientes de lombricompostas poseen niveles adecuados de SH. Los 

resultados de esta investigación muestran efectos positivos en la digestibilidad 

ileal de la energía y el rendimiento en los pollos de engorda. En un experimento 

posterior, se añadió lixiviado de humus de lombriz pasteurizado a los pollos para 

eliminar cualquier impacto potencial de los microorganismos en el lixiviado. Sin 

embargo, en este experimento solo se encontró un mayor rendimiento de la canal 

y pechuga de los pollos experimentales (Gómez-Rosales et al., 2021). Siguiendo 

la misma línea de investigación, fue fundamental crear una alternativa más sencilla 

de suplementar en la dieta de las aves, reduciendo los niveles de inclusión y 

amplificando los beneficios de los AH (Maguey-Gonzalez et al., 2018 a).  
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El aislamiento y extracción de los diferentes componentes de las SH (AH, AF y 

huminas) mediante el uso de una extracción alcalina con NaOH es una técnica 

estándar utilizada para muestras provenientes de suelos y compostas (de Souza, 

2018). Mediante técnicas de caracterización para materiales se estimaron las 

principales propiedades químicas (Cuadro 1) y las estructuras planas de las SH 

con aromaticidad (Figura 2) utilizando el software de química ACD Lab v.12 

(Advanced Chemistry Development, Toronto, Canadá) (Angeles et al., 2022). 

 

Cuadro 1. Propiedades químicas estimadas de las moléculas de las sustancias 

húmicas provenientes de lombricompostas. 

 Ácido húmico Ácido fúlvico 

Fórmula C110H105N7O50 C25H17N0O18 

Peso molecular 2325.02 619.39 

Composición elemental (%) 
C (56.82), H (4.55), 

N (4.22), O (34.41) 

C (48.48), H (2.77), 

N (2.26), O (46.49) 

Densidad, g/cm3 1.870 ± 0.10 1.935 ± 0.06 
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Figura 2. Representación de la estructura plana de una molécula de ácido húmico 

con aromaticidad (a) y la estructura plana de una molécula de ácido fúlvico con 

aromaticidad (b). 

Recientemente se han establecido diversos modelos in vitro e in vivo para evaluar 

el comportamiento de diferentes sustancias químicas utilizadas como suplementos 

para aves de engorda (Tellez et al., 2014; Latorre et al., 2015; Vicuña et al., 2015; 

Kuttappan et al., 2015; Menconi et al., 2015; Baxter et al., 2017). Con la ayuda de 

estos modelos de investigación, se ha podido dilucidar algunos efectos de los AH. 

En primer lugar, se realizaron dos experimentos para evaluar los efectos de los AH 

b 

a 
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sobre los conteos bacterianos de Salmonella Enteritidis (SE) (Maguey-Gonzalez et 

al., 2018 b); no se encontraron efectos en la reducción de los conteos bacterianos 

en el modelo in vitro, o en la colonización intestinal, y tampoco se encontraron 

diferencias estadísticas en los conteos de coliformes y bacterias ácido lácticas 

(BAL) en el ciego de los pollos de engorda.  

Adicionalmente, se realizó un segundo experimento con un modelo de restricción 

de alimentación de 24 horas, con el objetivo de investigar cómo los AH afectan la 

viscosidad y permeabilidad intestinal, así como la excreción de amoníaco en pollos 

de engorda. El grupo experimental que recibió 0.2 % de AH aumentó la viscosidad 

y disminuyó la permeabilidad intestinal, la translocación bacteriana al hígado, y la 

presencia amoníaco en las excretas. Por primera vez se confirmó que los AH 

tienen la capacidad de mejorar la viscosidad, y por ende, la integridad intestinal 

(Maguey-Gonzalez et al., 2018a). 

En investigaciones posteriores en pollos de engorda suplementados con un 

extracto de SH, se observó un aumento del rendimiento de la canal y conteos de 

BAL, además se observó una reducción de la excreción de ooquistes de coccidia 

(Domínguez-Negrete et al., 2019). En un estudio recientemente realizado en pollos 

de engorda alimentados con niveles crecientes de SH, las aves mostraron un 

menor consumo de alimento, asociado a una mejor tasa de conversión alimenticia, 

además se observó una reducción de la mortalidad en comparación con las aves 

no suplementadas con SH y las suplementadas con antibióticos (Domínguez-

Negrete et al., 2021). 
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La suplementación líquida de SH en el agua de bebida mostró la capacidad de 

quelar minerales, efecto asociado a la mejora de la mineralización ósea de tibias 

en pollos de engorda a los 21 y 42 días (Ángeles et al., 2022). 

Adicionalmente, aves de engorda de 28 días de edad suplementadas con SH 

fueron sometidas a un cambio drástico en la dieta y a estímulo inmunológico 

mediante vacunación. Las SH aumentaron el número de células caliciformes y 

probablemente aumentaron la viscosidad del contenido intestinal, aunque no se 

observó reducción de la atrofia de la mucosa intestinal (López-García et al., 2023). 

El efecto adsorbente de micotoxinas de los AH ha sido ampliamente estudiado 

(van Rensburg et al., 2006; Ghahri et al., 2010; Arafat et al., 2017), demostrando 

una reducción significativa en el efectos adversos causados por las micotoxinas en 

las aves de engorda. Cabe resaltar que el uso de SH en la mayoría de los estudios 

relacionados al efecto adsorbente de micotoxinas provenien de fuentes minerales. 

Hasta el momento no existe en la literatura disponible el efecto de adsobente de 

micotoxinas por AH provenientes de lombricompostas. 

III. JUSTIFICACIÓN  

Debido a la prohibición del uso de antibióticos promotores del crecimiento como 

aditivos en los alimentos de los animales, desde hace varias décadas se 

empezaron a evaluar un sinnúmero de aditivos promotores del crecimiento no-

farmacológicos. Uno de los productos que se ha estudiado desde hace algunos 

años como mejorador de la salud intestinal de los animales son los AH. La 
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mayoría de los AH comerciales son derivados de elementos minerales (lignitos), 

cuya fuente húmica fue purificada. Una de las fuentes alternas procede de las 

lombricompostas, de donde se obtiene composta y lixiviados con una buena 

concentración de AH. Algunos estudios sugieren que los AH utilizados con 

prácticas adecuadas de nutrición, manejo y bioseguridad mejoran la integridad 

intestinal y el rendimiento productivo de las aves de corral. No obstante, los 

efectos positivos observados, se desconoce la forma en cómo actúan dentro del 

organismo. Los posibles mecanismos de acción se remiten a la modulación de la 

microbiota intestinal y a la protección del epitelio intestinal, mecanismos que solo 

han sido teorizados. Recientemente, con el uso de un modelo que induce 

inflamación intestinal, se probó de forma experimental que los AH influyen de 

manera positiva para mantener la integridad del epitelio intestinal a través del 

aumento de la viscosidad intestinal. Actualmente, se requiere la ayuda de 

metodologías de caracterización para analizar los AH extraídos de 

lombricompostas y conocer más sobre sus interacciones con bacterias y aflatoxina 

B1 en modelos in vitro que simulan el tracto digestivo de las aves de engorda. 

IV. HIPÓTESIS 

La inclusión de un extracto de ácidos húmicos procedente de lombricompostas en 

dietas que no incluyan promotores del crecimiento y adsorbentes de micotoxinas, 

reducirá los conteos bacterianos, además de disminuir la AFB1 libre en un modelo 

in vitro que simula el tracto digestivo de las aves de engorda. 
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V. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Caracterizar ácidos húmicos provenientes de lombricompostas y evaluar su efecto 

en modelos in vitro que simulan el tracto digestivo de las aves de engorda 

Objetivos particulares 

I. Caracterizar los ácidos húmicos mediante las técnicas de potencial Z (ζ), 

punto de carga cero (pHpzc), espectroscopía de infrarrojo con transformada 

de Fourier con reflexión total atenuada (FTIR-ATR), microscopía electrónica 

de barrido (SEM) y espectroscopía de rayos X con dispersión de energía 

(EDS). 

II. Evaluar la capacidad adsorbente de los ácidos húmicos sobre Aflatoxina B1, 

en un modelo in vitro que simula el tracto digestivo de las aves de engorda. 

III. Evaluar los efectos de los ácidos húmicos en un modelo in vitro que simula 

el tracto digestivo de las aves de engorda bajo diferentes retos bacterianos 

(Salmonella Enteritidis, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Bacillus 

subtilis y Lactobacillus salivarius). 
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V.II. Artículo 2 
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VII. DISCUSIÓN 

Caracterización de los ácidos húmicos 

Composición elemental  

Respecto a la composición elemental, el espectro de la EDS indica que el carbón 

representa el 35.42% de los AH. Seguido por el oxígeno (20.32%) nitrógeno 

(27.18 %), potasio (6.66 %) y otros elementos menores como el cloro (3.77 %), 

azufre (3.00 %), fósforo (1.53 %), silicio (0.82 %), aluminio (0.26 %) y calcio (0.54 

%). Los parámetros coinciden con los rangos publicados por Giovanela et al 

(2010) y Liu et al (2020). Los principales elementos utilizados en el análisis de los 

AH son el carbono, hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. Las proporciones de estos 

elementos puede variar de acuerdo a la fuente y la forma de extracción, pero 

manteniendo una proporción de estos principales elementos. Aunque la presencia 

de elementos traza dificulta la caracterización, la identificación de los principales 

grupos funcionales sigue siendo la forma más adecuada para el estudio de los AH 

(Doskočil et al., 2018). 

Principales grupos funcionales 

En general, los espectros FTIR-ATR mostraron que los AH contienen una amplia 

variedad de grupos funcionales ácidos como carboxílicos, carbonilos, hidroxilos y 

fenólicos (dominios hidrofílicos), así como grupos alifáticos, aromáticos y metilo 

(dominios hidrofóbicos). Estos grupos funcionales se consideran sitios potenciales 

para la unión de contaminantes (Rupiasih y Vidyasagar, 2009; Jiménez-González 
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et al., 2019), y para la formación de complejos con ciertos cationes metálicos (Guo 

et al., 2019). Otros estudios indican que los grupos fenólicos asociados a OH, C-

O, C=O forman enlaces de hidrógeno con ciertos compuestos orgánicos e 

inorgánicos (Vermeer et al., 1998; Xu et al., 2005; Zhang et al., 2009). Por 

ejemplo, Vázquez-Durán et al (2021) indicaron que el OH podría establecer 

enlaces de hidrógeno con los átomos de oxígeno en los grupos metoxi, carbonilo y 

éter de la molécula de AFB1. 

Microestructura  

La morfología superficial y la microestructura de los AH se observó utilizando 

microscopía electrónica de barrido (SEM). La superficie de los AH es rugosa e 

irregular con la presencia de agregados en diversas formas y tamaños. La mayoría 

de las partículas tienen un tamaño promedio de 163 ± 20,1 μm. Además, se 

observaron surcos en la superficie de las partículas con trazas de gránulos. Estos 

resultados son consistentes con la estructura granular de varios AH extraídos de 

diversas fuentes (Prado et al., 2011; Yang et al., 2019). La composición física y 

química de los AH difiere según su fuente, las condiciones ambientales y el 

procedimiento de extracción (Chen et al., 2007; Rupiasih et  al., 2009; Manzak et 

al., 2017). Asimismo, diversas variables, como la concentración, el pH, la fuerza 

iónica, el grado de ionización de los grupos ácido y las interacciones 

intermoleculares, influyen en la conformación estructural de los AH (Tarasevich 

et al., 2013; Sarlaki et al., 2020). La estructura de los AH se protona a un pH 

inferior a 4, lo que da como resultado una estructura agregada. Mientras que la 
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carga superficial es casi nula a niveles de pH entre 4 y 6, lo que reduce la 

repulsión intramolecular y promueve una macroestructura más expandida y 

dispersa (Prado et al., 2011). A pH superior a 7, se puede observar una estructura 

abierta y completamente desplegada (Klučáková et al., 2017). Ciertas moléculas 

de AH participan en interacciones supramoleculares a través de fuerzas 

dispersivas como enlaces de hidrógeno, interacciones de Van der Waals e 

interacciones π-π, lo que da lugar a diferentes configuraciones estructurales que 

pueden presentar estos compuestos (Baigorri et al., 2007; Prado et al., 2011). 

Carga eléctrica superficial  

El potencial ζ se emplea con frecuencia para conocer el comportamiento de las 

partículas suspendidas en un líquido. Además, la magnitud del potencial ζ indica la 

fuerza de la atracción o repulsión electrostática entre partículas; por lo tanto, 

puede usarse para describir la superficie de partículas cargadas (Lin et al., 2003; 

Butt et al., 2013). Los valores de pH que se utilizaron para la determinación del 

potencial ζ fueron 2, 5 y 7, cada uno de acuerdo con el compartimento simulado 

del tracto intestinal (buche, proventrículo e intestino) en el modelo in vitro. En 

ambos materiales utilizados el valor del potencial ζ se volvió más negativo a 

medida que el pH se aumento. Respecto a los AH el valor del potencial ζ fue de -

46.44 mV, -50.16 mV, -54.46 mV, respectivamente a cada compartimiento. 

Nuestros hallazgos son consistentes con los informados por Hamza et al (2019), 

quienes afirman que a medida que aumenta el pH, los grupos funcionales ácidos 

de los AH se desprotonan, lo que da como resultado una superficie con una mayor 
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carga negativa. Además, Deng y Bai (2003) también encontraron que cuando el 

pH excede 1.9, los AH tienen un potencial ζ negativo. Coles y Yong (2006), 

informaron valores de potencial ζ de -20 mV a pH 3 y -44 mV a pH 10. Finalmente, 

Loosli et al (2013) informaron una fuerte carga negativa con valores de potencial ζ 

que oscilan entre -30.2 mV a pH 3 y -69.0 mV a pH 11. Incluso a pH bajo, los AH 

tienen carga negativa debido a la disociación de sus grupos funcionales ácidos 

(principalmente carboxílicos y hidroxilo fenólico) (Vermeer et al., 1998; Illés y 

Tombácz, 2003). Las variaciones en la conformación de los grupos ácidos pueden 

usarse para explicar cómo las interacciones dependen del pH (Klučáková et al., 

2017). Se reconoce que la primera disminución del potencial ζ (pH 3) corresponde 

a la disociación de los grupos ácido carboxílico, mientras que la segunda 

disminución del potencial ζ (pH 6) corresponde al inicio de la ionización de los 

grupos ácido fenólicos (Alvarez-Puebla et al., 2005). En este trabajo de 

investigación se encontró que los AH tienen un potencial ζ altamente negativo en 

los tres compartimientos del modelo in vitro, particularmente a pH 7. Por lo tanto, 

la molécula de la AFB1 y la superficie de los AH podrían interactuar por fuerzas 

electrostáticas, ya que los AH son polielectrolitos aniónicos que pueden interactuar 

con las moléculas AFB1 cargadas positivamente (van Rensburg et al. 2006; 

Vázquez-Durán et al., 2016; Hamza et al., 2019). 

El pHpzc representa el punto de carga cero, donde la suma de las cargas positivas 

y negativas es igual, esta técnica ayuda a comprender la carga superficial de las 

partículas. Se ha reportado que la superficie del adsorbente estará cargada 
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positivamente si el pH < pHpzc y negativamente si el pH ˃ pHpzc (Ramales-

Valderrama et al., 2016). El pHpzc para los AH fue a pH 10.4. De acuerdo con 

Coles y Yong (2006), el pHpzc de los AH que analizaron fue inferior a 0.5. De la 

misma forma,  Volk (1976) informó valores de pHpzc que oscilan entre 1.2 y 1.8. 

Por otro lado, Giasuddin et al (2007) informaron que el pHpzc de los AH se 

encuentra en un rango de pH de 5 a 9.3. Sin embargo, se conoce que la presencia 

de materia orgánica o impurezas en los AH determina si el pHpzc disminuye o 

aumenta (Coles y Yong, 2006). Teniendo en cuenta lo anterior, los AH 

provenientes de lombricompostas tienen una carga superficial positiva en las tres 

secciones gastrointestinales simuladas, lo que indica que las interacciones 

electrostáticas no gobiernan la adsorción de la AFB1. Otros mecanismos, como la 

atracción moderada entre donador y aceptor de electrones, contribuyen a la 

adsorción de micotoxinas en adsorbentes inorgánicos, mecanismos que 

posiblemente pueden llevarse acabo por los AH (Zavala-Franco et al., 2018). 

Capacidad adsorbente de AFB1 

 Los AH tuvieron una capacidad adsortiva de AFB1 en el modelo in vitro del 97.6%, 

en comparación al 81.5% de adsorción de la zeolita utilizada como control. En un 

estudio in vitro con 100 mg/ml de inclusión de AH y un reto de 20 ng de AFB1/g de 

alimento, se observó una adsorción de AFB1 del 90.50 % (El-Shafea, 2014). 

Además, Ye et al (2009) investigaron la capacidad adsortiva de AFB1 en presencia 

de diferentes niveles de AH, bajo diferentes pH, tiempos de interacción y 

concentraciones de AFB1. Los mayores porcentajes de adsorción fueron 88.12 % 
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a pH 7 y 76.36 % a pH 8. Mientras tanto, Vázquez-Durán et al (2021) informaron 

un porcentaje de adsorción del 75.5 %, cuando utilizaron un modelo dinámico in 

vitro para evaluar la capacidad de adsorción de AFB1 de una zeolita no comercial 

con una inclusión del 5 % (p/p), lo cual es consistente con los resultados de esta 

investigación. 

Potencial mecanismo de absorción  

Debido a que los AH poseen superficies altamente hidrofóbicas y una amplia 

variedad de grupos funcionales cargados negativamente (Kabak et al., 2006), las 

interacciones entre los AH y la AFB1 pueden involucrar diferentes mecanismos. 

Tan (2003) enumera siete posibles formas en que los AH podrían interactuar con 

componentes gaseosos, líquidos y sólidos: (1) fuerzas físicas, (2) fuerzas 

químicas, (3) enlaces de hidrógeno, (4) interacciones hidrofóbicas, (5) 

interacciones electrostáticas, (6) reacciones de coordinación, y (7) intercambio de 

ligandos. Las interacciones más importantes entre los AH y la AFB1 son las 

electrostáticas y los enlaces de hidrógeno. Sin embargo, podrían considerarse 

otras interacciones, como el apilamiento π-π (Tikhonov et al., 2019) y las 

interacciones hidrofóbicas debido a los numerosos enlaces relacionados con 

grupos hidrofóbicos, incluidos CH2, CH3 y C=C (Islam et al., 2020). Aunque el 

mecanismo por el cual la unión AH-AFB1 aún no se comprende completamente, se 

reconoce que las estructuras aromáticas y los grupos funcionales como -OH y -

COOH contribuyen a la alta capacidad de adsorción de los AH (Zhou et al., 2019). 

Se han propuesto diversas técnicas para investigar la absorción de los AH en 
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diferentes moléculas. Por ejemplo, los modelos físico (isotermia de Langmuir), 

cinético (modelo cinético de Elovich), de complejación de superficies y de 

distribución de ligandos y cargas, entre otros (Islam et al., 2020). Para dilucidar la 

naturaleza de las interacciones moleculares entre HA y AFB1, se pueden 

considerar futuras simulaciones teóricas utilizando la teoría funcional de la 

densidad (DFT) (Vázquez-Durán et al., 2022). 

Conteos bacterianos  

Aunque se ha demostrado el efecto promotor del crecimiento de las SH 

provenientes de lombricompostas en la producción de pollos de engorda, sus 

efectos antimicrobianos son inconsistentes. Se evaluó el efecto de los AH sobre 

los conteos bacterianos de Salmonella Enteritidis (SE), Escherichia coli (EC), C. 

perfringens (CP), Bacillus subtilis (BS), y Lactobacillus salivarius (LS) con el uso 

de un modelo in vitro que simula el tracto digestivo de las aves de engorda.  

En general, los conteos bacterianos de los cinco microorganismos utilizados 

aumentaron en el último comportamiento simulado (intestino) conforme se 

aumento la inclusión de AH. Estos hallazgos pueden deberse a que en el intestino 

simulado, se dan condiciones ambientales favorables para cada uno de los 

microorganismos utilizados, además de una alta disponibilidad de nutrientes 

liberados de los componentes del alimento. Se ha reportado que en el intestino 

delgado residen comunidades bacterianas dominadas por los filos Firmicutes, en 

los que predomina el género Lactobacillus con el 70%, y Clostridiales con el 10% 
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del total de las poblaciones bacterianas (Yadav y Jha, 2019). Otros filos que se 

encuentran comúnmente en el intestino delgado son Bacteroidetes (Bacteroides), 

Actinobacteria (Bifidobacterium) y Proteobacterias que incluye la familia de las 

enterobacterias (como E. coli y Salmonella spp) (Clavijo y Flórez, 2018; Shang 

et al., 2018; Diaz-Carrasco et al., 2019). Adicionalmente, los AH pueden ser 

utilizados como sustrato por plantas, hongos y bacterias, ya que proporcionan 

nutrientes como carbono, nitrógeno, fósforo, oligoelementos y vitaminas. Además, 

se ha observado que los AH mejoran la absorción de minerales y micronutrientes 

en las plantas (Tan, 2003; Kulikova et al., 2005; Filip y Demnerova, 2009). Algunos 

estudios indican que las SH estimulan el crecimiento y la diversidad de 

comunidades bacterianas en el suelo y en el ambiente (Visser, 1985; Ueno et al., 

2016; Yang y Antonietti, 2020). 

Actualmente, se ha estudiado el efecto prebiótico de los AH en conjunto con 

diferentes microorganismos benéficos para la salud intestinal de las aves. Ceylan 

et al (2003) mencionan que el uso de AH y probióticos mejoró la conversión 

alimenticia y la microbiota intestinal de las aves de engorda. Arpášová et al (2016) 

indican que la suplementación de 0.5% de AH en la dieta de aves de postura 

mejoró significativamente la producción y la calidad de los huevos. Es claro que 

los AH pueden ser utilizados por los microorganismos como substrato, ya que son 

una fuente rica en carbón, nitrógeno, fosforo y otros nutrientes. El mecanismo por 

el cual los AH promueven el crecimiento bacteriano en las aves de engorda 

necesita ser aclarado.  
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VIII. CONCLUSIONES 

En la primera parte de este estudio, se puede concluir que los AH derivados de 

lombricomposta son altamente efectivos en la adsorción de AFB1. Sin embargo, 

las pruebas in vitro no pueden simular completamente las condiciones del tracto 

digestivo de las aves de engorda. Por lo tanto, es necesario realizar experimentos 

in vivo para mejorar nuestra comprensión sobre la eficacia de los AH para reducir 

los efectos tóxicos de la AFB1 en aves y posiblemente en otras especies. De la 

misma forma, se pueden considerar futuras simulaciones teóricas para conocer al 

detalle las interacciones físicas y químicas entre los AH y la AFB1. 

Respecto al efecto de los AH sobre el comportamiento de los microorganismos 

utilizados en el modelo in vitro, se podría mencionar que los AH mejoran la 

asimilación de los nutrientes que se encuentran en el alimento que se utilizó 

provocando un aumento en los conteos bacterianos en el compartimento intestinal. 

Por lo tanto, se puede concluir que los AH podrían ser utilizados como sustrato por 

la microbiota intestinal y mejorar la disposición de nutrientes, promoviendo el 

desarrollo de una microbiota beneficiosa para las aves de engorda. Es importante 

esclarecer como influyen los AH en grupos bacterianos de interés para la industria 

avícola. Actualmente se están realizando investigaciones para conocer a detalle 

como influyen los AH en la microbiota intestinal en aves de engorda. 
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