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RESUMEN

Los mohos micotoxigénicos importantes en México son de los géneros Penicillium y Aspergillus que se
desarrollan en climas frescos y humedos y que producen ocratoxina A (OTA). Comparada con otras
micotoxinas, OTA es el principal contaminante de alimentos balanceados en el almacenamiento. Se
modificaron dos tipos de aluminosilicatos, arcillas y zeolitas (organoaluminosilicatos) con Octadecildimetil
bencil amonio (ODMBA), mediante dos procesos, el himedo por la activacién en suspension y el proceso
seco por reaccion en estado sélido, para la comparacién de la capacidad de adsorcion in vitro de OTA, por
su mezcla con el organoaluminosilicato a 40°C. Los datos fueron evaluados por medio de una ecuacion
isotermal (modelo de Langmuir). Los datos obtenidos del andlisis de la adsorcidn mostraron para arcillas un
cambio de 2.47 pmoles g™ del material original a 35.29 para el proceso himedo y a 724.92 pmoles g™ para
el proceso seco. Para la zeolita se mostré un aumento de 49.31 pmoles g™* del material inicial a 67.6 para el
proceso hiimedo y 1687.19 pmolesg™ para el proceso seco. La zeolita modificada por el método seco fue el
mejor adsorbente obtenido, aumentando por un factor de 34.21 veces su capacidad de adsorcion.

Palabras clave: Ocratoxina A, organoaluminosilicatos, adsorbentes, adsorcidn isotermal.



1. INTRODUCCION

1.1. Micotoxinas
Las micotoxinas son metabolitos secundarios tdxicos, producidos principalmente por la estructura micelial
de hongos filamentosos, méas especificamente, mohos. Los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium
comprenden un gran ndmero de especies productoras de micotoxinas (Bhatnagar et al, 2001; Hussein et
al, 2001).

Las micotoxinas no son de importancia bioquimica para el crecimiento del hongo pero su produccion esta
asociada con las etapas de desarrollo, esporulacién y formacién escleroidal. Probablemente jueguen algin
papel en la ecologia de estos organismos, pero su funcidon adn no ha sido claramente definida (Bhatnagar
et al, 2001); desde el inicio de la agricultura, se presentan como contaminantes naturales de los cultivos y
s6lo recientemente esta siendo estudiada su naturaleza quimica (Richard, 2007).

La investigacion de las micotoxinas en los alimentos ha permitido la identificacion de poco mas de 100
hongos micotoxigénicos (Wang y Groopman, 1999) y mas de 400 micotoxinas han sido caracterizadas
mostrando una gran diversidad en sus estructuras quimicas y actividad bioldgica. Existen multiples familias
de micotoxinas, incluyendo policétidos, derivados de aminoacidos y péptidos, y terpenoides (Bhatnagar et
al, 2001). En general, las micotoxinas se clasifican segun la especie que las produce, su estructura quimica o
su mecanismo de accion toxica. Cabe sefalar que, una sola especie fingica puede producir una o varios
tipos de micotoxinas, y una misma micotoxina puede ser producida por diferentes especies (Hussein et al,
2001).

Las micotoxinas provocan respuestas toxicas en vertebrados superiores y otros animales cuando son
consumidas, incluso a bajas concentraciones, otras ademas pueden ser fitotdxicas o antimicrobianas, sin
embargo, no estan agrupadas junto con los antibidticos. Los metabolitos venenosos producidos por setas y
levaduras no estan incluidos en este grupo (Bhatnagar et al, 2001). Cabe aclarar que, no todos los mohos
son toxigénicos, ni todos los metabolitos secundarios producidos por mohos son toxicos (Hussein et al,
2001).

La contaminacion con micotoxinas esta asociada generalmente con productos alimenticios enmohecidos
durante su almacenamiento o transporte, no obstante también pueden ser producidos en el campo (Moss,
2002) y al igual que otros microorganismos, los mohos pueden encontrarse casi en cualquier ecosistema y
diseminarse transportados por aire, insectos, lluvia, equipos o por practicas agronémicas y contaminar
comunidades enteras de plantas o semillas almacenadas (Magan et al,, 2007).

La evaluacion del riesgo de contaminacidon con micotoxinas resulta dificil, debido a que los factores que
afectan su produccién y presencia, en granos o materias primas son muy diversos (Tabla 1). La incidencia y
extension de la contaminacién dependen principalmente de factores geogréficos y estacionales, luego, de
las condiciones del cultivo, la recoleccién, el almacenamiento y transporte. A lo largo de toda la cadena de
procesamiento de los granos, las condiciones pueden variar y como cada especie fungica se desarrolla
dentro de ciertos limites de equilibrio entre temperatura y humedad, existe una sucesion ecoldgica de
diferentes especies. Por ejemplo, las micotoxinas producidas durante el crecimiento de la planta en el
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campo, son producidas por hongos endofiticos y durante el almacenamiento por hongos sapréfagos. La
produccién de micotoxinas en granos depende del cuidado al manejar los productos, también de factores
nutricionales o genéticos (Hussein et al, 2001).

Las condiciones Optimas de temperatura y humedad para la produccién de toxinas obedecen a intervalos
bien definidos que difieren a los dptimos para el desarrollo del hongo. En general, la temperatura éptima
para la produccion de micotoxinas se encuentra entre 24 y 28 °C, con excepcion de toxina T2 que es
producida a un maximo de 15°C (Bhatnagar et al, 2001). Estudios de la ecologia de estas especies resultan
en modelos de germinacion, desarrollo y concentracion de micotoxinas, que ayudan en la prediccién y en la
prevencion de la contaminacién con micotoxinas (Magan et al, 2007).

Tabla 1. Clasificacién de los factores que afectan la colonizacion y/o producciéon de micotoxinas.

Temperatura
Humedad relativa
Dafio mecénico
Respiracion del grano y del hongo contaminante

Fisicos:
Factores ambientales que lleven a una
colonizacién y produccion.

Quimicos:
Pueden alterar la colonizacién selectiva y el Uso de fungicidas u otros fertilizantes
metabolismo del hongo y la produccién de Estrés por sequia
micotoxinas. Pueden hacer a los cultivos y Temporadas desfavorables
forrajes susceptibles a su produccion por los Adicién de conservadores para alimento animal
hongos.
Especificidad de la cepa micotoxigénica
Bioldgicos: Variaciones en la cepa
Se basa en la interaccion entre la especie Inestabilidad de las propiedades toxigénicas
micotoxigénica y el sustrato. Especies mas susceptibles a la contaminacion, factores ambientales

pueden incrementar la vulnerabilidad de las mas resistentes.
Composicion gaseosa intergranular

En general, los mohos micotoxigénicos mas importantes biolodgica y econémicamente, son Penicillium
verrucosum (ocratoxinas) en cereales de climas frescos y hiumedos; o Aspergillus flavus (aflatoxinas), A.
ochraceus (ocratoxinas) y algunas especies de Fusarium (fumonisinas, tricotecenos) para cereales de lugares
templados y tropicales (Magan et al, 2007; Bhatnagar et al, 2001). De acuerdo con la Organizacion para la
Alimentacion y la Agricultura de las Naciones Unidas (FAO), un 25% de las cosechas a nivel mundial estan
contaminadas con uno o varios tipos de micotoxinas conocidas, mientras que un mayor porcentaje podria
estar contaminado por toxinas que todavia no han sido plenamente identificadas; las mas importantes
desde el punto de vista agropecuario son las Aflatoxinas (AF), Ocratoxina A (OTA), Fumonisinas,
Zearalenona, Citrinina, Tricotecenos como Toxina T2, Desoxinivalenol (DON, Vomitoxina), entre otras Tabla
2 (Ceballos et al., 2007).

1.1.1. Efectos Toxicos de Micotoxinas

Las micotoxinas son principalmente cancerigenas, mutagénicas, hepatotdxicas, nefrotdxicas, teratogénicas,
inmunosupresoras o causan rechazo de los alimentos, incluso la exposicidon a esporas de algunas especies
micotoxigénicas causan enfermedades respiratorias peligrosas (Hussein et al, 2001; Magan et al,, 2007). Las
micotoxicosis difieren de las micosis, un término que se refiere a enfermedades producidas por la invasién
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directa del patdgeno, es decir, por el hongo (Bhatnagar et al, 2001). Las micotoxicosis ocurren cuando las
toxinas fungicas son ingeridas, sin embargo, ésta no es la Unica ruta de exposicion (Richard, 2007). No son
contagiosas, no son transferibles, no son infecciosas y no pueden atribuirse a otros microorganismos que
no sean hongos, ya que estan directamente relacionadas con alimento enmohecido.

Es frecuente que tengan efectos inmediatos en varios érganos, los mas cominmente afectados son el
higado, rifién y pulmones ademas de los sistemas nervioso, endocrino e inmune (Hussein et al, 2001;
Bhatnagar et al, 2001). El diagnostico puede ser dificil, ya que los sintomas pueden ser similares a
enfermedades causadas por otros agentes (Richard, 2007), ademas las micotoxinas se presentan
usualmente acompafadas por otros metabolitos desconocidos, lo que puede causar efectos aditivos
negativos (Garcia et al, 2003).

Las micotoxicosis estan clasificadas como agudas o crénicas en base a las cantidades de toxina ingerida y el
tiempo de exposicién. Las agudas son causadas por la ingestion de altos niveles de toxinas en un periodo
corto, resultando en importantes efectos fisioldgicos adversos e incluso la muerte. Una exposicion
prolongada a niveles bajos de toxinas pueden conducir a micotoxicosis crénicas con consecuencias como
poco crecimiento e incremento en la susceptibilidad a otras enfermedades y en algunas micotoxinas puede
resultar en cancer (Richard, 2007).

Los factores que afectan la magnitud de la toxicidad por el consumo de alimentos contaminados con
micotoxinas son:

La especie afectada.

Susceptibilidad intraespecifica (dif. genéticas) dependiendo de la edad, sexo, estatus nutricional.
Metabolismo.

Condiciones del sistema inmune.

vk wnN e

Mecanismos o formas de accion de la micotoxina (Hussein et al, 2001; Bhatnagar et al,, 2001).

El metabolismo y los mecanismos de defensa son elementos de gran importancia para la comprensién de
la toxicidad en ciertas especies o en individuos animales. La especificidad de tales mecanismos esta bien
demostrada, por ejemplo, en las diferencias significativas en el manejo de las toxinas entre rumiantes y no
rumiantes. Estudios in vitro han demostrado la capacidad de la microbiota rumiante para degradar las
micotoxinas (Hussein et al, 2001). De la gran cantidad y variedad de micotoxinas conocidas, s6lo algunas
implicadas en enfermedades humanas han sido estudiadas en detalle.

1.1.2. Impacto Econémico

Existen muchos criterios por los que se pueden evaluar los impactos econémicos, estos incluyen, los costos
por dafios en los cultivos y en las materias primas para el alimento humano o animal; costos para el
cuidado de la salud humana o veterinaria, afectacién en la produccidén y comercializacion de animales de
engorda; ademas de los costos en servicios regulatorios, procesos juridicos y para la investigacion
enfocadas a aliviar el impacto y la severidad del problema (Hussein et al, 2001). La relevancia de las
micotoxinas en salud ha impulsado al mercado internacional, a las organizaciones en salud y a las
autoridades gubernamentales, a regular los niveles de toxinas permitidas en productos para el comercio y
en alimentos para consumo humano o animal.



Tabla 2. Especies y micotoxinas de importancia biolé(.;ica y/o econémica

Micotoxina

Efectos toxicos

Especies flingicas

Sustrato

Toxinas Alternaria
(acido tenuazodnico,
alternariol)

Apoptotico, mutagénico

Alternaria alternata

Granos de cereal, tomate, alimento
animal.

Aflatoxinas

Apoptotico, mutagenico,
hepatotdxico, carcinégeno,
teratogénico

Aspergillus flavus
Aspergillus parasiticus

Cacahuate, maiz, nueces, semillas
de algodon

Ocratoxina A

Apoptotico, nefrotdxico,
teratogénico

Aspergillus carbonarius

Uvas, café, cacao

Aspergillus ochraceus,

Frutos secos, frijol, especias, café,
higos, cereales, quesos. Carne
procesada y pescado ahumado

Aspergillus melleus
Aspergillus niger
Aspergillus sulfureus
Penicillium commune

Penicillium cyclopium

Cacahuates, maiz, quesos

Penicillium nordicum

Productos carnicos y queso

Penicillium viridicatum
Penicillium verrucosum

Frijol, cultivos de cereales, café,
alimento animal

Deoxinivalenol

Toxina T-2

Diacetoxiscirpenol

Apoptoticos, dermato-toxicos,
neurotoxicos, teratogénicos

Fusarium culmorum

Fusarium graminearum

Trigo, maiz, Alimento animal, arroz

Fusarium sporotrichioides

Maiz, alimento animal, forraje

Fusarium poae

Fusarium sporotrichioides

Maiz, alimento animal, forraje

Fusarium graminearum

Trigo, maiz, Alimento animal, arroz

Fusarium poae

Fusarium sporotrichioides

Maiz, alimento animal, forraje

Zearalenona

Génito-toxico, efectos
oestrogénicos,
mutagénico

Fusarium culmorum

Fusarium graminearum

Trigo, maiz, Alimento animal, arroz

Fusarium sporotrichioides

Maiz, alimento animal, forraje

Fumonisinas

Apoptosis, hepatotoxicidad,
neutrotoxico, enfermedades
respiratorias.

Fusarium proliferatum
Fusarium verticillioides

Alcaloides Ergopeptina

Neurotrofia

Acremonium coenophialum
Aspergillus. fumigatus

Alcaloides Lolitrem

Acremonium lolii

Esterigmatocistina

Hepatotoxico y carcinbgeno

Aspergillus versicolor

Cereales, frijol, café, alimento
animal

Aspergillus nidulans

Maiz, granos, quesos

Acido penicilico

P. puberulum

Rubratoxina

Apoptotica, hepatotdxica,
teratogénica

P. rubrum

Cebada, maiz

P. purpurogenum

Alimentos de engorda, maiz,

Roquefortina

Neurotodxica

P. roqueforti

Quesos

Cerca de 50 paises en el mundo han desarrollado estas normas que resultan en severas pérdidas

econdmicas para los campesinos, productores y vendedores de granos, ya que la mayoria de los productos

contaminados son destruidos. Tan s6lo en EU se han estimado pérdidas en varios millones de délares a

causa de cultivos contaminados por micotoxinas y mundialmente en los mercados de exportacidn de arroz,
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maiz, cebada, algoddn y cacahuate pérdidas de billones de ddlares. La economia de paises en desarrollo
puede ser severamente afectada, incluso cuando se presentan toxinas en pequefias cantidades en
productos para la exportacién que no son aceptados en paises con normas reguladoras estrictas (Flores et
al, 2006). La india es el principal ejemplo de un pais en el que la economia estd siendo afectada
gravemente a causa de las micotoxinas, en la region de Bihar de 1985 a 1987 se encontré que cerca del
51% de 387 muestras estaban contaminadas con mohos (Hussein et al,, 2001).

La actividad microbiana puede causar efectos indeseables en los granos incluyendo: decoloracién, deterioro
en la calidad nutricional de las semillas, contribuir al calentamiento y pérdida en materia seca (debido a la
utilizacion de los carbohidratos como su fuente de energia), degradacion de lipidos y proteinas o la
alteracion de su asimilacion, produccién de metabolitos volatiles inodoros, pérdidas en la germinacion, en
la calidad de coccién y molienda, afectando el uso como alimento o como semilla (Magan et al,, 2007).

La alimentacion de animales de engorda representa entre el 60 y el 70% de los costos de produccion, y la
contaminacion de este alimento resulta en pérdidas incalculables para la produccion animal, ya sea por el
desecho de las mismas, al reducir el valor nutritivo de las raciones, o al causar deterioro de la salud
(Ceballos et al,, 2007).

En general, dependiendo de la especie, al darles alimentos contaminados se ocasionan severos trastornos
en la produccion reflejados en, la reduccion en la tasa de nacimientos; decremento en la ganancia de peso
o el incremento del periodo de crianza; disminucién en la produccién de carne, leche o huevo, en el caso
de aves; incrementa la susceptibilidad a infecciones u otras enfermedades (coccidiosis, marek, gumboro,
etc.) ya que afecta el sistema inmunolégico; o pueden ocasionar la muerte de los animales (Bhatnagar et al,
2001; Ceballos et al,, 2007).

Las micotoxinas son generalmente lipofilicas y por lo tanto tienden a acumularse en las fracciones lipidicas
de plantas y animales (Hussein et al, 2001), en el Ultimo caso disminuyendo la calidad sanitaria de los
productos derivados; por ejemplo micotoxinas como aflatoxinas (toxina de A-flavus) y ocratoxinas (toxina
de A-ochraceus), pueden ser consumidas por los animales y posteriormente aparecer en leche u otros
productos, sin que hayan sido enmohecidos, es decir dafiados directamente por el hongo (Moss, 2002).

Las ocratoxinas en los aflos recientes han recibido una considerable atencion, a nivel mundial, el porcentaje
de contaminacion de alimentos por OTA destinados para animales y humanos tiene una incidencia del 1-30
%, lo que se considera una frecuencia de contaminacién alta (Marquardt et al, 1992).

Particularmente en México, se ha reportado la presencia natural de varias micotoxinas en diversos estudios,
se ha observado que de las muestras analizadas mas del 57% presentan alguna cantidad detectable de
micotoxinas, para el caso particular de Ocratoxina A (OTA), es la micotoxina que presenta la mayor
proporcidén de muestras contaminadas y el 60% presenta niveles por arriba de las normas, tanto en granos
como en alimento balanceado se presentan concentraciones altas de la toxina (Flores et al, 2006).



1.2. Ocratoxinas

Las ocratoxinas fueron descubiertas en Sudafrica por Van der Merwe en 1965 (Ceballos et al, 2007),
integran una familia de compuestos que varian cada una en su toxicidad, estan sus tres analogos naturales,
ocratoxina B, C 'y o; y sus analogos sintéticos, los ésteres de metilo y etilo, las hidroxiladas, otros analogos
preparados por la sustitucion de fenilalanina con otros aminoacidos como tirosina, valina, serina o alanina
gue son las mas toxicas; metionina, triptofano y acido glutdmico son intermediarios en los efectos toxicos y
los analogos de glutamato y prolina disminuyen su toxicidad (Xiao et al, 1996, Marquardt et Frohlich, 1992),
en la Figura 1 se muestra la estructura base, y en la Tabla 3 los sustituyentes de algunos de los compuestos
anteriormente mencionados.

Ocratoxina A es la mas toxica del grupo, quimicamente contiene un nucleo isocumarinico clorado, unido
por un enlace amida a la L-fenilalanina, a través del grupo 7 carbonilo, formando un pseudopeptido, Figura
2. OTA es soluble en solventes organicos polares y ligeramente en agua, tiene dos grupos ionizables, por lo
gue existen la forma ionizada y la no ionizada segun las condiciones fisiolégicas (Marquardt et al, 1992). El
pKa,1 de su grupo carboxilo es 3.5, y para el grupo fendlico es pK,,=7 (Dakovi¢ et al, 2005).
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Figura 1. Estructura base de las ocratoxinas.
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Figura 2. Ocratoxina A.
Tabla 3. Ocratoxinas Bhatnagar et al, 2001
Ocratoxinas R: Rz Rs
A a cl H
B a H H
C b cl H
A Metil éster C cl H
B Metil éster C H H
B Etil éster b H H
4-Hidroxi-ocratoxina A a cl OH




« OH cl H
B OH H H
a, CeHsCH2CH(COOH)NH-.

b, CgHsCH2CH(COOEtNH-.

¢, CeHsCH,CH(COOMe)NH-.

Aunque numerosas especies son capaces de producir ocratoxinas, las especies que las metabolizan en
grandes cantidades son Aspergillus ochraceus y Penicillium cyclopium (Bhatnagar et al, 2001). En regiones
frias y templadas OTA es producida principalmente por Penicillium verrucosum o P. nordicum, en las
regiones tropicales y semitropicales por Aspergillus ochraceus que ha sido reportada en una gran variedad
de productos (Ringot et al., 2006).

OTA contamina muchos tipos de productos destinados al consumo humano o animal; y a causa de que es
termoestable es posible encontrarla en los productos derivados (Amézqueta et al, 2008). Encontrandose en
diversas cantidades, los productos conocidos son los siguientes: cereales como trigo, maiz, sorgo o cebada,
sus derivados como la harina y pan; frutos como uvas (pudiendo encontrarse en jugos o vino), e higos; café
(Magan et al, 2007), té (Castella et al, 2002), especias, cacao (Amézqueta et al, 2008), en frijol, frutos secos
como nueces y pasas, cerveza y derivados de soya; ademas la toxina puede acumularse en los tejidos y
fluidos, ya que parece ser lentamente eliminada por el cuerpo (Schwartz, 2002) por lo que puede
presentarse en los productos de origen animal como carne o embutidos, principalmente de ganado
porcino; y leche de vacas expuestas a grandes cantidades de la toxina (Magan et al,, 2007).

1.2.1. Toxicidad

OTA es conocida principalmente como nefrotédxica, hepatotdxica, teratogénica y carcindgena (Xiao et al,
1996).

Los 6rganos mas afectados por el consumo de OTA en varias especies son el rifidn, el higado, el tracto
gastrointestinal, 6rganos linfoides, el sistema &seo, tejidos hematopoyéticos y los érganos reproductores.
Ademas, reduce la tasa de crecimiento, afecta la coagulacion sanguinea, disminuye la integridad del tejido
Oseo, causa nefropatia, anemia, leucocitopenia, fragilidad del intestino, altera la glucogénesis y la
fagocitosis, y altera las concentraciones de constituyentes del suero.

OTA al ser nefrotdxica, ocasiona altas incidencias de tumores renales, la degeneracién del tubulo proximal,
fibrosis intersticial e hialinizacion del glomérulo (Marquardt et al, 1992). Es genotoxica, al formar aductos
con ADN. En 1993, la Agencia Internacional de la Investigacion en Cancer la clasific6 como un posible
carcindbgeno humano (grupo 2B) (Valero et al, 2006). Es un potente teratogénico en ratones, ratas,
hamsters y pollos, pero no en cerdos, esto se atribuye a diferencias en la transferencia por medio de la
placenta. El sistema nervioso central, los ojos, el esqueleto axial son los méas afectados en la progenie
(Marquardt et al,, 1992).

Neurotoxica e inmunosupresiva al producir atrofia de los 6rganos linfoides (timo, bolsa de Fabricio), al
causar disfuncion celular y regresion de linfocitos afectando significativamente la inmunidad celular.



Produce ademas, disminucion de la inmunidad humoral, con reduccidén en la circulacién de
inmunoglobulinas (Ceballos et al., 2007).

Las ocratoxicosis estdn mejor conocidas en cerdos y aves (Mantle, 2004); no se han reportado en rumiantes
por la posible capacidad que tiene su microflora de hidrolizar OTA a Oa no toéxica. En becerros 2 mg/Kg,
parecen causar depresion clinica, y una dosis menor deshidratacion (Xiao et al, 1996; Marquardt et al,
1992).

1.2.1.1. Toxicidad Aguda

Experimentalmente se ha encontrado que OTA causa toxicidad aguda en varias especies animales como:
pollos, gallinas, patos jévenes, ratas, ovejas, cerdos y trucha arcoiris. Valores de DLsp para algunas especies
se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Toxicidad aguda oral expresada en valores de DLsp

Grupo animal DLso (mg/Kg)
Perros 0.2
Cerdos 1-6

Polluelos 3-4

Pollos 33

Ratas recién nacidas 39
Ratas adultas 20 - 30
Ratones 46 - 58

Los patrones clinicos asociados con las ocratoxicosis agudas mas frecuentes son: anorexia, pérdida de peso,
émesis, sequidas por temperatura rectal elevada, conjuntivitis bilateral purulenta, amigdalitis, polidipsia,
poliuria, codgulos en la mucosa del recto, deshidratacion, dafo en prostata y muerte después de dos
semanas de la administracion. Signos bioquimicos como disminucion en los niveles de sodio, potasio, y
altas cantidades de excrecion de albumina y proteinas en la orina. Rasgos como el peso del rifién, la
concentracion de varias proteinas y metabolitos, y la actividad de ciertas enzimas pueden ser utilizados
como indicadores de ocratoxicosis.

1.2.1.2. Efectos cronicos

Los cerdos tienden a reducir el consumo de alimento, no aumentan de peso, incrementan su consumo de
agua y presentan poliuria, a dosis altas pueden desarrollar neuropatia. La incorporacién de OTA en la dieta
de aves de corral, reduce la ganancia relativa de peso, con una reduccion significativa de la produccion de
huevos, consumo de alimentos, inhibicién del crecimiento, y se cree que es la micotoxina mas téxica para
esta especie (Marquardt et al, 1992).

1.2.2. Mecanismos de las Ocratoxicosis

El mecanismo preciso de la toxicodindmica de OTA, hasta la fecha no es muy claro, y se han propuesto
diversas hipotesis para esclarecer los mecanismos de accién de OTA.



Ocratoxina A inhibe competitivamente la actividad de succinato deshidrogenasa y citocromo C oxidasa en
mitocondria de rata; altera el sistema de transporte en la membrana mitocondrial e inhibe
competitivamente la actividad de la ATPasa. Esto se ha atribuido a la apertura del anillo lactona lo que
provoca que esta fraccion sea estructuralmente andloga a los sitios activos de estas enzimas
mitocondriales, uniéndose competitivamente al sustrato.

El dafo celular esta atribuido a que OTA favorece la peroxidacion lipidica, por la formacidon de radicales
hidroxilo (Hussein et al, 2001); Rahimtula et al, 1988 (citado por Xiao et al, 1996) proponen que el grupo
hidroxilo fendlico de OTA juega un importante rol en la formacion del quelato OTA-Fe?* y este complejo
facilita la lanzadera de electrones de un sustrato al oxigeno formando especies reactivas de oxigeno en
conjunto con el ciclo redox del sistema del citocromo P450 (Marquardt et al, 1992; Xiao et al, 1996). La
lipoperoxidacién puede ser un evento temprano en la hepatotoxicidad, porque resulta en cambios
estructurales en la membrana celular, suficiente para permitir un influjo de calcio dentro de la célula y
causar cambios en la actividad metabdlica y necrosis (Marquardt et al,, 1992).

Interrumpe la sintesis de proteinas por la inhibicién competitiva de fenilalonil-ARNt sintasa, como resultado
de la similitud con fenilalanina (Hussein et al, 2001). Ademas inhibe competitivamente la actividad de
enzimas involucradas en el metabolismo de fenilalanina, incluyendo a la fenilalanil transferasa y fenilalanil
hidroxilasa (Marquardt et al, 1992; Xiao et al., 1996).

La actividad de la gluconeogénesis y la PEPCK (fosfoenol piruvato carboxi kinasa) citosdlica (regulador de la
ruta metabdlica y transcripcional en rifidn) puede ser completamente inhibida en ratas y cerdos (Marquardt
et al, 1992).

Otros autores sugieren que la genotoxicidad de ocratoxaina A puede involucrar la formacion de un radical
OTA-fenoxido, y la citotoxicidad en la formacion de derivados de OTA que contienen tioles. Estos datos
sugieren que la biotransformacion de OTA y las modificaciones covalentes a biomoleculas por OTA, pueden
estar involucrados en su toxicidad (Xiao et al., 1996).

Algunos autores proponen que la disociacidén del grupo hidroxilo influye de manera importante en la
toxicidad, debido a las diferencias entre los analogos de OTA, encontrando por ejemplo que ocratoxina B
es diez veces menos téxica con un pK, del grupo hidroxilo de 8, y Oa no es téxica con un pK, de 11
(Marquardt et al, 1992). A diferencia de otros fenoles halogenados, OTA no actla como un desacoplador
de la fosforilacion oxidativa en mitocondria (Xiao et al,, 1996).

Otros estudios han demostrado el efecto estimulante de OTA en proteinas extracelulares como cinasa y
caspasa lo que conlleva a apoptosis (Hussein et al, 2001).

1.2.3. Exposicion Humana a Ocratoxinas

En Europa, particularmente en Alemania, OTA es la toxina de mayor concentracion encontrada. Un estudio
en este pais mostré que de 306 muestras de suero sanguineo evaluadas, el 57% dieron positivas para OTA
en concentraciones de 0.1 — 14.4 ng/g, se demostrd también que la concentracién promedio en plasma de
3 diferentes areas evaluadas fue de 0.02, 0.03 y 0.26 ng/ml; en muestras de leche humana,
aproximadamente el 10% tenian trazas de OTA. La exposicién a la toxina, se debi6é principalmente al
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consumo de productos locales, alimentos basados en cereales, asi como carne de cerdo o aves. Los
resultados no fueron inesperados, ya que se conocia la contaminacién del grano y se habian presentado
casos de nefropatia en cerdos. En ciudadanos canadienses, de 159 muestras de sangre, el 40% fue
encontrada OTA, siendo la concentracidon mas alta de 35ng/ml (Marquardt et al, 1992).

1.3. Alternativas de manejo
Con la finalidad de evitar las micotoxicosis, varias estrategias han sido investigadas las cuales se clasifican
en varias categorias: tecnologias pre- o post-cosecha; biologicas, quimicas o fisicas. La mejor forma de
prevenir el efecto de las micotoxinas es minimizar su produccién (Huwig et al,, 2001).

1.3.1. Preventivas

La clave para el desarrollo de estrategias efectivas de prevencidn post-cosecha es el conocimiento y control
en los puntos criticos de cosecha, secado y almacenado en la cadena de produccion. Los tratamientos
propios de cada grano y el conocimiento de los factores que prevalecen en el ambiente, son puntos
determinantes para el impacto que los hongos tendran en la calidad del grano incluyendo su
germinabilidad (Magan et al, 2007).

El mejor procedimiento para prevenir la produccidon de micotoxinas por los hongos es un adecuado manejo
de los granos, una forma es cosechar el grano maduro y almacenarlo en condiciones de temperatura y
humedad bajas (<14% de humedad), esto puede resultar dificil de realizar en regiones de clima célido y
humedo, como lo es el caso de México.

Debido al poco control de las altas temperaturas en el almacenamiento de los granos de cereal, puede
hacerse uso de técnicas alternativas que pueden ser mas efectivas y menos costosas, por ejemplo, el
desarrollo del hongo y la produccion de toxinas pueden inhibirse por el uso de agentes quimicos como
acido propidnico o isobutirato de amonio (Huwig et al, 2001). Ademas, por muchos afios se han probado
métodos que consisten en modificar la composicion gaseosa del sitio del almacenamiento. El uso de estos
sistemas integrales post-cosecha consisten en la modificacion simultdnea de los niveles de O, y CO, vy el
uso de N; (O, libre). Modificar las atmdsferas en los almacenes se utiliza para el control tanto de mohos
como de insectos del grano humedecido.

En muchos casos se disminuye la cantidad de O, a menos del 0.14%, el minimo requerido por los hongos
para su crecimiento. Ademas puede incrementarse el nivel del CO, a méas del 50% para la inhibicién del
crecimiento micelial. Sin embargo algunas especies, como por ejemplo Penicillium roqueforti, son capaces
de desarrollarse e infectar el grano a niveles que pueden sobrepasar el 80% de CO, con un minimo de 4%
de O, presente. Esta tolerancia a un bajo O, y alto CO; esta influenciada por las interacciones con el tipo de
grano y la disponibilidad de agua.

En el caso de especies productoras de OTA como P. verrucosum y A. ochraceus, hay estudios que indican
gue con mas del 50% de CO; la germinacién de sus esporas no es afectada significativamente, sin embargo
la extensién del tubo germinal y la colonizacién es totalmente inhibida de 50 — 75% de CO, (Magan et al,
2007).
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1.3.1.1. Prevencion de contaminacion con Ocratoxina A

Los factores abidticos méas importantes que influyen en el crecimiento y produccién de OTA por hongos
incluyen: la disponibilidad de agua, la temperatura, la humedad del grano y la composicion gaseosa
(Magan et al,, 2007).

La contaminacién con OTA se ha identificado predominantemente como un problema post-cosecha. Sin
embargo no deben descartarse el llevar a cabo adecuadamente los lineamientos de higiene para los
equipos o materiales utilizados para la recoleccion de los productos, si es que existen. En esta etapa es
importante causar el minimo daflo mecénico a los granos. En este caso FAO/WHO/UNEP recomiendan
ademas de un rapido secado posterior a la recoleccién, un nivel de humedad menor al 10%. Especies como
P. verrucosum y A. ochraceus son muy competitivas. Trabajos recientes sugieren que una contaminacién de
mas del 7% con P. verrucosum, significa una alta probabilidad de contaminacion con OTA sin que estos dos
factores presenten una relacion lineal (Amézqueta et al., 2008; Magan et al,, 2007).

Respecto a la relacion que existe entre la disponibilidad de agua, temperatura, crecimiento del hongo y la
produccién de OTA para las especies P. verrucosum y A. ochraceus; se sabe que el crecimiento acelerado del
hongo ocurre a >27 — 30 % de humedad sobre un intervalo de temperatura de 10 — 25° C, y que es
completamente inhibido de 17.5 — 18% de humedad. La produccion de otras ocratoxinas es a 19% y de 15 —
20° C. Ademas se ha demostrado en granos de trigo que se requieren de 7 a 14 dias para una produccion
significativa y que sobrepase los niveles tolerables por las normas norteamericanas. En base a esta
informacién, pueden elaborarse curvas de condiciones de humedad y temperatura, éptimas y marginales
tanto para el crecimiento como para la produccién de la toxina; pudiendo predecir que un contenido de
humedad del 17 — 18% es el necesario para eliminar el riesgo potencial de crecimiento del hongo y por lo
tanto produccion de toxina.

Los puntos clave a tener en cuenta para un cuidado post-cosecha:

1. Regular y medir los niveles de humedad exactos ya determinados.

2. Un eficiente y répido secado de los granos de cereal, directamente relacionado con el tiempo de
almacenamiento y temperaturas reguladas, especificos para el tipo de grano que se maneje; por
ejemplo trigo/cebada/avena de 14 — 14.5% de humedad; maiz 14%; arroz 13 — 14%; canola (para
aceite) 7 — 8%.

3. Infraestructura para una rapida respuesta, que incluye prevencidén en la distribucién y condiciones
apropiadas de transportacién.

4. Condiciones adecuadas de almacenamiento en todas las etapas de procesamiento, en términos de
control de humedad y temperatura, el correcto mantenimiento en general e higiene, facilitara la
prevencion de pestes e infiltracion de humedad.

5. Capacidad para una identificacion eficiente y rechazo del material que esté por debajo de los
estandares especificados en términos tanto de infestacién por el hongo como de los niveles de
micotoxinas, segun la region.

6. Operacidn de un sistema de proveedor autorizado, con los ajustes en cuanto a las especificaciones
de aceptacion/rechazo de producto (Magan et al, 2007).
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1.3.1.2. Gas dioxido de azufre

El dioxido de azufre (SO,) es uno de los aditivos para alimentos mas antiguos y tiene una larga historia
como desinfectante por lo corrosivo del elemento azufre y el uso de sus vapores. Luego del desarrollo de la
quimica inorgéanica, el SO, y sus sales comenzaron a ser frecuentemente utilizados como conservadores,
particularmente en alimentos y bebidas, cominmente como inhibidores fiingicos en uvas y pasas, ademas,
necesario para el almacenamiento y preservacion de vinos blancos. Esta sustancia puede ser altamente
tdxica para los microorganismos por sus efectos mutagénicos, inactivando los ARNm y reacciona con los
enlaces disulfuro de proteinas, cofactores enzimaticos, aldehidos y cetonas de estructuras de azucares de
cinco o seis carbonos, desamina a citosina y los componentes derivados de uracilo, y acarrea efectos
deletéreos en la membrana. En contraste, pequefas cantidades de SO, puede estimular el crecimiento, ya
que el azufre es un elemento esencial para este.

Existe muy poca informacion detallada acerca de la actual tolerancia y sensibilidad de las especies
micotoxigénicas a SO,. Se ha examinado el efecto de varias concentraciones de SO, en relacion con
diferentes temperaturas (15, 25 °C) y porcentajes de humedad in vitro e in situ; el crecimiento de Aspergillus
flavus, A. ochraceus, A. terreus fue inhibida por 50mg/L de SO, disuelto en un extracto basado en malta.
Diversos estudios han demostrado que la sensibilidad al SO, es dependiente de la especie. La tolerancia de
las especies de Penicillium a tratamientos con elevadas concentraciones, puede ser a causa de su habilidad
para activar el transporte de SO, en el micelio.

Las desventajas de la utilizacion de SO,, son por ejemplo que existe una relacion entre la concentracion de
SO; disponible y el efecto a los microorganismos, influenciada por la formulacién del producto, también la
solubilidad en agua varia segun los valores de pH; asi la toxicidad diferird segun la concentracion, acido
sulfuroso (H,SO3)> bisulfito (HSO75)> sulfito (SO™%). Ademas, en el almacenamiento de cereales, se han
observado problemas de corrosién de los materiales utilizados para su dispersién; y muchos estudios
sugieren que a altas concentraciones, sufre adsorcidén y unidén al grano de trigo reduciendo su actividad
antifUngica (Magan et al, 2007).

1.3.1.3. Conservadores para el control post-cosecha

El grano humedo, especialmente el destinado a alimentacion animal, es frecuentemente tratado con
conservadores anfotéricos (acido-basicos). Hay un gran nimero de productos comerciales de este tipo que
principalmente estan basados en sales propidnicas y acidos soérbicos. Algunos estudios demuestran que el
crecimiento de especies del género Fusarium y productoras de fumonisinas fueron, relativamente, no
afectadas por diferentes mezclas de estos compuestos.

Otras investigaciones se han encaminado hacia aceites esenciales y antioxidantes; las cuales sugieren que
un minimo de aceites esenciales como el de canela y hoja de clavo son capaces de controlar especies de
Fusarium, a P. verrucosum, A. ochraceus y la produccion de DON y OTA, dependiendo de las condiciones
ambientales. Sin embargo, existen muchos obstaculos econémicos y tecnoldgicos asociados con este tipo
de aprovechamiento. En pruebas sobre granos de trigo el butilhidroxianisol (BHA), el propil-parabeno (PP),
el aceite de canela y el resveratrol causan enormes reducciones hasta en un 90% en la acumulacion de DON
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y nivalenol (NIV). El segundo ha demostrado que tiene un particular y amplio espectro de control de
micotoxinas, sin embargo es un producto relativamente costoso (Magan et al, 2007).

1.3.2. Correctivas
El método de destoxificacion ideal debera ser facil de realizar y econémico, no generar compuestos toxicos

o alterar otros parametros de la calidad de los productos como el contenido de nutrimentos (Amézqueta et
al, 2008).

1.3.2.1. Métodos Bioldgicos, Quimicos y Fisicos

1.3.2.1.1. Procesamiento de alimentos

Existen estudios que examinan el destino de las micotoxinas en la cadena alimenticia, brindando
informacién util sobre la distribucion relativa de los diferentes tipos cuando los granos son procesados y
utilizados para sus diferentes propositos. Los datos obtenidos muestran claramente que las micotoxinas
son estables durante muchos de los procesos a los que pueden estar expuestos, aunque estos impliquen
pH alto o temperatura elevada, permaneciendo en los productos derivados, dependiendo de la micotoxina,
en alrededor de un 50%, y si la técnica implico sélo molienda seca hasta en un 80 — 90 % (Magan et al,
2007).

Los métodos biolégicos no estadn siendo utilizados en la practica, aunque el nimero de patentes se
incrementa continuamente; en estos se incluyen procesos de fermentacién con microorganismos. Un
ejemplo seria la conversion de AFB; (particularmente por Flavobacterium auranticum) en productos de
degradacion menos dafiinos; esta conversion, sin embargo es generalmente tardada e incompleta (Huwig
et al, 2001).

En las técnicas microbioldgicas para la destoxificacion de OTA es utilizada la carboxipeptidasa A que es una
enzima capaz de destruirla y se utilizan variedades no toxigénicas de A. niger para producirla, otras enzimas
que se pueden obtener son las lipasas, un crudo enziméatico y una metaloenzima. La carboxipeptidasa
presente en Phaffia rhodozyma puede degradar OTA en un 90%.

Ciertas bacterias pertenecientes a los géneros Streptococus, Bifidobacterium, Lactobacillus, Butyribrio,
Phenylobacterium, Pleurotus, Saccharomyces, Bacillus y Acinetobacter, junto con hongos de los géneros
Aspergillus (A. fumigatus, A. niger, A. carbonarius, A. japonicus, A. versicolor, A. wentii y A. ochraceus),
Alternaria, Botrytis, Cladosporium, Phaffia, Penicillum y Rhizopus (R. stolonifer y R. oryzae), son capaces de
degradar OTA in vitro en poco mas del 95%. Y algunos presentan estas mismas caracteristicas in vivo
(Amézqueta et al, 2008).

Muchos quimicos han sido probados por su habilidad de degradar estructuralmente y/o inactivar
micotoxinas, incluyendo numerosos acidos, bases, aldehidos, bisulfatos, agentes oxidantes, y varios gases
(Marquardt et al, 1992). Quimicamente, algunas micotoxinas pueden ser destruidas con hidroxido de calcio
monoetilamina, ozono o amonio. Particularmente la amoniatizacién de granos almacenados ha mostrado
una reduccion substancial (>99%) de los niveles de AF por la hidrélisis de el anillo lactona, también ha
resultado efectivo para reducir la toxicidad de OTA (Amézqueta et al, 2008; Hussein et al, 2001); este
procedimiento estd aprobado para la destoxificacién de alimentos contaminados con aflatoxinas en
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algunos estados de la Unidbn Americana, asi como en Senegal, Francia y el Reino Unido. Los costos de este
procedimiento pueden ir de un 5 — 20% del costo total de los productos (Huwig et al., 2001).

Otra forma de sobrellevar las micotoxicosis es con la utilizacion de aditivos para alimentos como
antioxidantes, aminoacidos que contienen azufre, vitaminas y elementos traza que pueden ser utilizados
como destoxificantes (Huwig et al,, 2001).

Muchas de las técnicas propuestas anteriormente para remover micotoxinas regularmente se consideran
impracticas, inefectivas y/o potencialmente inseguras si son utilizadas por mucho tiempo (Marquardt et al,
1992).

Los métodos fisicos se enfocan en remover las micotoxinas con diferentes adsorbentes afiadidos a los
alimentos contaminados esperando que sean efectivos en el tracto gastro-intestinal de un modo
profilactico y no terapéutico. Y en la actualidad la utilizacion de adsorbentes que atrapan micotoxinas es el
método mas aplicado para proteger a los animales en contra de los efectos téxicos del alimento
contaminado (Huwig et al,, 2001).

1.3.2.1.2. Adsorbentes

En los dltimos afios los adsorbentes se evalUan particularmente con respecto a su eficacia, especificidad y a
los mecanismos del proceso de adsorcion. Esto Ultimo se refiere a la reaccidon quimica y por lo tanto el
cambio en la energia libre de Gibbs (AG) que es la fuerza que dirige cada adsorcién. Para describir los
procesos de adsorcién debe tomarse en cuenta la estructura fisica del adsorbente, la carga total y la
distribuciéon de la carga, el tamafio de los poros y el area superficial accesible. Por otro lado, las
propiedades de las moléculas a adsorber, la o las micotoxinas, la polaridad, la solubilidad, el tamafo, la
forma y, en el caso de compuestos ionizables, la distribucién de la carga y las constantes de disociacion
que de igual forma juegan un papel fundamental. Por lo tanto la eficacia de cada proceso de adsorcion
tiene que ser investigado en cuanto a las propiedades particulares de cada adsorbente y adsorbato (Huwig
et al., 2001).

1.3.2.1.2.1. Paredes celulares

Ademas de su excelente valor nutricional, las levaduras o sus paredes celulares, también pueden utilizarse
como adsorbentes para micotoxinas. La adsorcién in vitro de ocratoxina por levadura (consiste en 40% de
levadura esterilizada y 60% del residuo de la fermentacién de la produccién de cerveza) depende del pH, y
es maxima en soluciones &cidas (a pH 3: 8.6 mg/g, a pH 8: 1.2 mg/g). Sin embargo, en ensayos con cerdos
agregando un suplemento alimenticio de un 5% de levadura, sélo se tuvo una ligera reduccion en la
concentracion de ocratoxina A en el plasma sanguineo, la bilis y los tejidos.

Por el uso exclusivo de las paredes celulares de levadura en lugar de la célula completa, la adsorcion de
micotoxinas puede ser mejorada. Las paredes celulares estdn compuestas de polisacaridos (glucano,
manano), proteinas y lipidos; presentan numerosos centros de adsorcion, diferentes y facilmente accesibles
que incluyen distintos mecanismos, por ejemplo, enlaces de hidrégeno, ibnicos o interacciones
hidrofdbicas. Por ejemplo, se tiene la adsorcion de 2.7 mg de zearalenona por gramo de paredes celulares.
La unidn es rapida y el equilibrio alcanzado después de tan sélo 10 minutos es aceptable.
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1.3.2.1.2.2. Carbén Activado

El carbon activado es producido por la pirdlisis de materiales organicos, en un polvo insoluble, de superficie
muy porosa con una elevada superficie de contacto (500 — 3 500 m?/g). Desde el siglo XIX este material ha
sido utilizado como un antidoto en contra de intoxicaciones, por lo que también se ha implementado para
inactivar micotoxinas. En soluciones acuosas, pueden adsorberlas eficientemente pero a pesar de esto los
carbonos activados presentan pocos o ningun efecto en contra de las micotoxicosis, lo que puede deberse
a que algun factor del carbdn activado lo haga relativamente inespecifico en la adsorcion in vivo, y se ha
visto que si los nutrientes esenciales se encuentran a muy elevadas concentraciones en el alimento son
adsorbidos. Sin embargo, para el caso de las aflatoxinas en ensayos con cabras, se demostrd que altas dosis
de carbdn activado son benéficas en una intoxicacion aguda (Huwig et al, 2001).

1.3.2.1.2.3. Polimeros Orgdnicos

La colestiramina es una resina con un intercambio de aniones que es usada para atrapar acidos biliares en
el tracto gastro-intestinal y para la reduccién de lipoproteinas de baja densidad y colesterol. La capacidad
de union in vitro para ocratoxina A y zearalenona es de 9.6 mg/g y mas de 0.3 mg/g respectivamente; pero
in vivo, la colestiramina tiene una pobre reduccion en la concentracion de ocratoxina, en sangre, bilis y
tejidos.

Otro adsorbente la crospovidona (polivinil-pirrolidona), es un polimero anfotérico, altamente polar con una
capacidad de adsorcion in vitro medida para zearalenona de 0.3 mg/g. Hasta ahora no ha sido probado in
vivo. Una mejora de los enlaces cruzados de polivinil-pirrolidona por criogel ha mostrado un incremento en
estos valores (Huwig et al., 2001).

1.3.2.1.2.4. Aluminosilicatos (arcillas y zeolitas)

Los silicatos formados por oxigeno y silicio son los principales componentes minerales de la corteza
terrestre. El silicio se encuentra en coordinacién tetraédrica con el oxigeno, por lo que el (SiO4)* es la
unidad fundamental de empaquetamiento de los silicatos, las diversas formas en las que el grupo (SiO4)*
puede enlazarse con otros grupos (SiO4)*” compartiendo uno, dos, tres o todos los oxigenos de los vértices
del tetraedro son fundamentales en la clasificacion de los silicatos (Klein y Hurlbut, 1998).

Muchos estudios relacionados con el alivio de las micotoxicosis por el uso de adsorbentes se enfocan
principalmente a aluminosilicatos, los contenidos en arcillas (montmorilonitas), zeolitas (clinoptilolita) y
aluminosilicatos sodico célcico hidratados (HSCAS), todos consisten en aluminios, silicatos y en algunos
iones intercambiables, principalmente metales alcalinos e iones metalicos (Huwig et al, 2001) Figura 3.

o
I

Si
o\ o
o)

Figura 3. Tetraedro elemental de silicato (SiO4)*.

Las arcillas son minerales compuestos principalmente por silicatos laminados con una férmula quimica en
comun [Si;Oy,. Las montmorilonitas son filosilicatos laminados, caracterizados por capas alternantes de
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tetraedros de silicio y octaedros de aluminio conectados en un arreglo 2:1, coordinados por los atomos de

oxigeno.
Entre sus caracteristicas principales podemos destacar las siguientes:

a) Formadas por cristales muy pequefios.

b) Capacidad de intercambiar iones.

¢) Capacidad de intercambiar su composicidén quimica interna.

d) Pueden alojar moléculas en el interior de su espacio interlaminar.

e) La superficie de las ldminas presenta una actividad quimica considerable.

f) Los cambios fisicos de la estructura laminar, son reversibles (Dominguez y Schifter, 2003).
Las zeolitas son tectoaluminosilicatos que poseen una estructura tridimensional parecida a una cesta, se
componen de tetraedros de SiO4 y AlO4 como dos bloques fundamentales de un edificio y con un atomo
metalico en el centro de cada tetraedro. La féormula quimica comudn es [AlSi3Ogly, por ejemplo las
ortoclasas KAISi;Og, zeolita A {Nai5[Al15Si12048]:27 H50 }s.

En ambos materiales, arcillas y zeolitas, algunos Si** son remplazados por A** dando a una deficiencia de
carga positiva en la estructura, que cominmente son compensadas por cationes inorganicos (ej. Na* y Ca®)
los cuales son fuertemente hidratados en la presencia de agua Figura 4 (Dakovi¢ et al,, 2003).

z /<—Tetraedral
\<—— Octaedral

<——Tetraedral

O~

Espacio Basal

OAl, Fe, Mg, Li
OH

a)

b) Q

Figura 4. Estructuras de los aluminosilicatos a) y b) En laminas en Arcilla y ¢) Forma de red en Zeolita clinoptilolita.
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En cuanto a la aplicabilidad de los aluminosilicatos para atrapar micotoxinas, se puede concluir que son
muy eficaces para prevenir aflatoxicosis, pero su eficacia contra ocratoxina, zearalenona y tricotecenos, es
limitada.

Ademas, de su estrecha capacidad para atrapar diferentes micotoxinas, los aluminosilicatos tienen la
desventaja de presentar una alta tasa de adsorcién de las vitaminas y minerales de los alimentos (Huwig et
al, 2001), por lo que ha surgido como una necesidad el disefio de organoaluminosilicatos, materiales
modificados por la intercalacion de moléculas organicas en el espacio interlaminar.

La investigacion de las arcillas modificadas comenzé en 1920, luego de la introduccién de la difraccién de
rayos X en 1913. La sintesis de organoarcillas estad basada en el mecanismo intercambiador de cationes
inorganicos de los minerales que son progresivamente remplazados por los cationes organicos, las
propiedades de la superficie de los aluminosilicatos cambian considerablemente de hidréfila a cada vez
mas organdfila, ya que los cationes organicos se hidratan débilmente. Los grupos silanol y aluminol son los
gue reaccionan con estos compuestos organicos. En el caso de las esmectitas la adsorcion de las moléculas
neutrales se da por medio por varias interacciones quimicas: enlaces de hidrogeno, interacciones ion
dipolo, enlaces coordinados, reacciones acido base, transferencia de carga y fuerzas de van der Waals. Las
organoarcillas son generalmente preparadas en soluciones por reacciones de intercambio de cationes o por
reacciones en estado solido (Betega de Paiva et al,, 2008).

1.3.2.1.3. Isotermas

Una de las mas eficientes formas de investigar las superficies de adsorcion es a través del uso de isotermas.
La isoterma es una curva que describe la retencion de una sustancia en un sélido a varias concentraciones,
a temperatura constante, siendo la mejor herramienta para describir y predecir como las moléculas de
adsorbato se distribuyen entre la fase liquida y la fase solida cuando el proceso de adsorcién alcanza el
estado de equilibrio (Dogan et al., 2006; Limousin et al., 2007).

Diversas teorias de adsorcién estan disponibles en la literatura con las diferentes ecuaciones para
isotermas, que han sido propuestas para el modelo de adsorcién de solutos en soluciones acuosas a
superficies solidas. Estas ecuaciones contienen variables similares y difieren principalmente en el
ordenamiento de estas.

Cuando es investigada la retencion de un soluto en particulas solidas, la concentracion del compuesto no
retenido C (mol L™ o kg L™) puede ser comparada con la concentracién de este compuesto retenido en las
particulas sélidas Q (mol kg™ o kg kg™) como se muestra en la Figura 5. La relacién Q=£(C) es a lo que se
llama "isoterma de adsorcién”.

Los modelos isotérmicos se clasifican en cuatro tipos de curvas, denominadas C, L, H, y S, las cuales
representan diferentes mecanismos de adsorcion (Grant y Phillips, 1998) esto basandose en la
configuracién de la primera parte de la isoterma Figura 6, los subgrupos se relacionan con el
comportamiento a altas concentraciones de adsorbato.

Con la finalidad de optimizar el disefio de los sistemas de adsorcion es importante establecer la correlacion
apropiada para la curva de equilibrio. Una descripcion matematica precisa de la capacidad de adsorcién en
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el equilibrio es indispensable para una prediccién confiable de los pardmetros y la comparacién cuantitativa
del comportamiento de la adsorcion para cualquier sistema. El modelo matematico es una herramienta
muy Util para el andlisis, el disefio, la evaluacién tedrica y ademaés para la interpretacién de los parametros

termodinamicos.
Estado inicial en desequilibrio 1
Adsorbato

Concentracion inicial
en la fase liquida Cao

Concentracién en la
fase sélida Qao

Retencion
(adsorcidn)

Concentracion final +
en la fase liquida: C

4
+

Concentracion final en
la fase sélida: Q

Estado inicial en desequilibrio 2

Concentracion inicial
+ en la fase liquida Cbo

Concentracién en la
fase sélida Qbo

liberacién
(desorcidn)

I+

Estado final en equilibrio

Figura 5. Esquema del fenémeno de adsorcién y desorcién.

(a) Isoterma “C”
Q

(b) Isoterma “L”

+ C

(c) Isoterma “H”
Q

C
(d) Isoterma “S”
Punto de
Infleccion

C

Figura 6. Los 4 tipos de isotermas Segun Giles et al., 1974.

La ecuacién de Langmuir es la mas aplicada a ligandos de adsorcién sencillos, para un tipo de sitio sencillo
para un adsorbente en particular. Con esta ecuacion se pueden obtener los parametros, tanto de capacidad
(Qmax), como de la afinidad (Kg4) constante de distribucién, dadas las siguientes hipotesis:

1. Adsorcién en monocapa (una capa adsorbida es del espesor de una molécula);
2. la adsorcion tiene lugar en sitios homogéneos especificos dentro del adsorbente;

3. unsito es ocupado una vez por adsorbato, y no se puede llevar acabo otra adsorcion por este sitio;
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7.
8.
9.

la energia de adsorcion es constante y no depende del grado de ocupacién de los centros activos
del adsorbente;

la intensidad de las fuerzas de atraccién moleculares se cree, que disminuyen rdpidamente con la
distancia;

el adsorbente tiene una capacidad finita para el adsorbato (en el equilibrio, el punto de saturacion
es alcanzado cuando ninguna otra adsorcién puede ocurrir);

todos los sitios son idénticos y energéticamente equivalentes;

el adsorbente es estructuralmente homogéneo;

no hay interaccién entre las moléculas adsorbidas en los sitios vecinos. (Gimbert et al., 2008)

El cambio de energia libre Gibbs estdndar de adsorcion (AG°.4s) y de la entalpia de adsorcidon (AH.qs),
pueden ser calculadas a partir de los valores de Ky dan informacion acerca de los mecanismos de

adsorcién. En particular, la adsorcién de compuestos en una superficie, puede ser clasificada como fisio-

adsorcién o quimioadsorcién en la base del valor de AH,q. La fisio-adsorcion implica asociaciones débiles

que pueden incluir fuerzas de van der Waals, dipolo-dipolo, dipolo inducido y enlaces de hidrogeno; con

una entalpia de <20kJ/mol. Por otro lado, la quimioadsorcidon implica una reaccién quimica o que se

compartan electrones entre el adsorbente y el adsorbato; y con una entalpia de >20kJ/mol.
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4. Antecedentes
La aplicacion, en las dietas animales, de materiales adsorbentes no nutritivos como los aluminosilicatos en
contra de las micotoxicosis ha sido estudiada por mas de 20 aflos por innumerables autores (Huwig et al,
2001). Los aluminosilicatos arcillas o zeolitas, son los mas frecuentemente utilizados, ya que no causan
problemas digestivos al mezclarse con el alimento contaminado y no dejan residuos en el animal porque
no se absorben (Cevallos et al,, 2007).

Garcia et al. 2003 compararon 10 distintos adsorbentes no modificados, para Ocratoxina A, midiendo su
composicion de Ca, Na, K, Al, Si, por espectrofotometria de absorcion atdmica. Asi mismo, los estudios de
adsorcidén, no mostraron evidencias estadisticamente significativas entre los productos, y en la mayoria de
los casos no coincide con lo mencionado para cada uno por parte de sus fabricantes.

Ya que las formas naturales de estos minerales solo son efectivas para la adsorcion de Aflatoxinas in vitro o
in vivo, las modificaciones quimicas con cationes organicos de cadena larga, como por ejemplo: iones
cuaternarios de amonio de cetilperidimina (CP), hexadeciltrimetilamonio (HDTMA), incrementan la
hidrofobicidad de las superficies por lo que les provee una alta afinidad por moléculas organicas
hidrofdbicas, como la mayoria de las micotoxinas (Dakovi¢ et al, 2005), ademas resulta en un incremento
en el espacio interlaminar y una exposicién de nuevos sitios de adsorcién en el material; lo que produce un
adsorbente que se une a compuestos organicos no polares en solucién.

En las montmorillonitas todos los sitios de intercambio de cationes son igualmente disponibles para el
intercambio i6nico, mientras en las clinoptilolitas los cationes organicos son muy largos para entrar a los
canales de la zeolita, y solo ocupan las posiciones externas de intercambio catidnico, asi que la superficie
de las clinoptilolitas pueden ser modificadas con muy bajas cantidades de fase organica. Esta caracteristica
es muy importante para la aplicacién practica de estos minerales modificados.

Previamente, en la adsorcién de OTA por organozeolitas se ha demostrado que la presencia de cationes
organicos en los sitios activos de las superficies de zeolitas son los responsables de su adsorcién, altamente
influenciada por los valores de pH o por la forma en la que se encuentre la toxina en la solucion. Se ha
reportado que la adsorcion de OTA por zeolitas no modificadas es mayor a pHs de 3 en la que se encuentra
de forma neutra (Dakovi¢ et al, 2005).
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5. Objetivo General

Modificar quimica y estructuralmente dos tipos de aluminosilicatos con
ODMBA (octadecildimetil bencil amonio) para incrementar la capacidad de

adsorcion de Ocratoxina A.

Objetivos Particulares

Caracterizar la composicion elemental y la capacidad de adsorcion de los

aluminosilicatos.

Comparar el efecto sobre la capacidad de adsorcion de Ocratoxina A, del proceso
humedo y seco de modificacion de aluminosilicatos.

Utilizar el modelo de equilibrio de adsorcion en sélidos de Langmuir para determinar los
parametros de constante de adsorcion y el numero de sitios independientes disponibles

para Ocratoxina A.
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7. Metodologia

7.1. Adsorbentes

Dos tipos distintos de aluminosilicatos (arcilla y zeolita) originarios del Altiplano Mexicano fueron utilizados
para las pruebas de adsorcién con OTA. Para comprobar cuantitativamente cada paso de la modificacién, se
definen las siguientes etapas Tabla 5:

Tabla 5: Materiales experimentales

Modificacion Himeda Modificacién Seca

1. Natural Pulverizada 1. Natural Roca

2. Tamizada <75um

3. Homoionizada 2. Modificada

4. Modificada Reaccién en estado sélido

Suspensidn Acuosa

Los analisis quimicos se realizaron con las fracciones obtenidas de cada mineral en cada etapa. La morfologia y
la composicion de la superficie se determinaron mediante imagenes tomadas por un microscopio electrénico
de barrido JEOL JSM-6380LV modelo 7582 con accesorio de rayos X EDS InCA x-sight Oxford Instruments. Con
barridos de 3 campos distintos de la muestra bajo los siguientes parametros: voltaje minimo 15 kV, aumento
de 30 a 6500 X y distancia de trabajo 10 mm.

7.2. Homoionizacién a Na*

Antes del tratamiento con ODMBA, sélo para la modificacién himeda, los aluminosilicatos fueron convertidos
a su forma sddica suspendiendo 30g en 500ml de solucién 1M de NaCl y someterlo a agitacién orbital.
Posterior a la agitacidon durante 24 hrs, la suspension fue centrifugada a 2600 x g, la pastilla fue resuspendida
en esta nueva solucidn de NaCl 1M, este procedimiento se realizé tres veces seguido de 3 lavados con 500 ml
de agua destilada para retirar el exceso de Cl. Los aluminosilicatos sédicos obtenidos fueron secados a 602C
durante toda la noche y posteriormente almacenados para los futuros experimentos.

7.3. Preparacion Organo-arcilla y 6rgano-zeolita

Se realizaron dos procesos diferentes para la modificacion de los materiales. Proceso Himedo. Se tomaron 10 g
de arcilla y zeolita por separado y se agregaron a 100 ml de agua destilada que contenia el catién organico (CO)
octadecildimetil bencil amonio (ODMBA) disuelto, en una cantidad menor a la Capacidad de Intercambio
Catidnico (CIC) (seccion 7.4). El proceso se realizé en condiciones controladas: a una temperatura de 25 2C, a
una velocidad de mezcla de 5 000 rpm, y durante un tiempo de 10 min. Cuando la reaccién se completo, la
suspension se centrifugd, se retird el sobrenadante y se secé a 602C. Proceso Seco. De igual manera se tomaron
10 g del material en forma de roca y junto con el catidn organico en estado sdlido, fueron molidas en un
mortero durante 10 min.

Octadecil dimetil bencil amonio (ODMBA) con férmula quimica C,;HsoCIN fue obtenido de una donacion de la
Empresa Organosintesis. El surfactante catiénico es soluble en agua con peso molecular de 424.14 g mol™,
tiene un grupo amonio en la cabeza cargado positivamente, unido a una cadena de 18 carbonos.
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7.4. Capacidad de Intercambio Cationico (CIC) por adsorcion de Azul de Metileno

En cada una de las etapas se obtendran los valores de CIC por la adsorcién de azul de metileno B con férmula
guimica Cy6H15Cly3S con peso molecular de 284g mol™. La estructura guimica se muestra en la Figura 9, la cual
presenta la carga positiva de la estructura. Tiene una absorbancia maxima a una longitud de onda de 665nm.
Se prepard una solucién stock disolviendo el azul de metileno en agua destilada para lograr una concentracion
de 25mg L para diluirla subsecuentemente a las concentraciones requeridas.

7.4.1. Mezcla de adsorcion

Para esto se prepar6 una suspension de aluminosilicato a 0.25g L. Las soluciones de azul de metileno fueron
preparadas a partir de la solucién stock 88.02 uM (25mg L™) para lograr concentraciones de (1.76, 3.52, 5.28,
7.04, 8.80, 12.32, 15.840, 19.36 y 22.88 uM) para cada tubo.

La concentracion de azul de metileno fue estimada espectrofotométricamente utilizando un
Espectrofotdémetro UV-Vis Perkin Elmer y una celda analitica de cuarzo de 1cm de didmetro, a una absorbancia
de Amax de 665 nm, utilizando como blanco una solucion sin azul de metileno. Se realizé la medicion antes de
aplicar el adsorbente para realizar la curva patrén estableciendo la relacién entre la concentracién de azul de
metileno y la absorbancia. Una vez aplicado 0.1ml de la suspensién con el adsorbente (0.25g L™) se agité
vigorosamente y se dejo en reposo 15 min. Posteriormente, las mezclas se centrifugaron a 3000 rpm durante
10 min y se midid el sobrenadante a la longitud de onda antes mencionada. Para el andlisis de los datos se
aplicd la ecuacién isotermal.

7.5. Adsorcion in vitro de Ocratoxina A

La ocratoxina A para los ensayos in vitro, se prepard en una solucién stock a 12 pM (5.12mg L™) en metanol
(concentracion comprobada con un espectrofotémetro UV-Vis).

7.5.1 Mezcla de adsorcion

En términos generales se pone en contacto el material adsorbente y la toxina, en concentraciones que reflejan
las proporciones habituales de la composicidn de la dieta y las condiciones fisicoquimicas de la digestidn y
posteriormente se determina la concentracién de la micotoxina residual.

Se tomaron seis tubos de polipropileno para cada una de las seis concentraciones y se les colocd 5 mg de cada
una de las muestras de adsorbente, la mezcla tiene un volumen final de 1ml con una concentracion en
suspension del adsorbente de 0.5%. Las seis concentraciones de OTA utilizadas para la realizacién del
experimento fueron 0.247, 0.495, 0.742, 0.990, 1.238 y 1.485 puM (100-600 pg L), estas fueron preparadas por
la disolucién del stock metandlico con buffer de fosfatos 25 mM a pH 7. La mezcla de adsorcidn se incubd
durante 60 min a 41+1 °C en una incubadora con agitacién mecénica horizontal. Posteriormente al periodo de
incubacidn, las particulas sélidas se separaron por centrifugacién en microfuga a 14,000 rpm durante 2
minutos. Se prepard un control sin adsorbente, para determinar las variaciones en concentracién debidas a la
precipitacién o adsorcién inespecifica del material utilizado.

7.6. Analisis cromatografico
Una alicuota de 25ul del sobrenadante fue tomada para su analisis en HPLC. El sistema cromatografico
consistid en cromatégrafo HP serie 1100 con una bomba cuaternaria tipo isocratica equipada con una valvula

de inyeccién, y un detector de fluorescencia Perkin Elmer Modelo LS50B equipada con una lampara
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(Aexitacion=345nmM y Aemisisn= 465nm). Los analisis se realizaron en sistema de fase reversa con una columna C-18
(25 cm x 4.6 mm x 5um). La fase movil empleada es H;PO, 0.25 N/Acetonitrilo (50:50), con flujo de 1.5 ml por
minuto. Las muestras se comparan con un estdndar de referencia integrando el area para estimar su
concentracién. Todos los reactivos y sustancias utilizados fueron grado cromatografico.

7.7. Aplicacion del modelo de Langmuir

Los datos de concentracién de Azul de Metileno y de ocratoxina A residual, fueron utilizados para determinar la
cantidad adsorbida y se analizaron con la ecuacion de isoterma de Langmuir. Se estimaron los diferentes tipos
de sitios que se encuentran en el adsorbente y la fuerza de atraccion.

7.7.1. Isotermas de adsorcion

Para el andlisis fisicoquimico de la adsorcidn sobre aluminosilicatos, se parte de la ecuacién general del
Equilibrio Quimico expresada en la ecuacion 1

_EPT
N NI X .

Que para el caso de la adsorcion de compuestos orgdnicos (Co) en aluminosilicatos (Al) se puede expresar en
términos de equilibrio, en la ecuacién 2

Co+ Al CAl
(2)

Donde CyAl es la fraccion de compuesto organico adsorbida en el aluminosilicato. La constante de Equilibrio
Quimico para este fendmeno de adsorcidn se muestra en la ecuacion (3).

[CAl

[Cl Al 5

Reordenando tenemos que la concentracion total de compuesto organico unida al polimero en equilibrio es

[CA

KIck—2;

(4)

Lo cual nos permite definir g. como la concentracién maxima de adsorcién de compuesto orgdnico sobre el
aluminosilicato

= KIC,
q.= KICl 5)

Y considerando que los sitios de unidon son idénticos e independientes, para un nimero maximo Q. de sitios,
se puede demostrar lo siguiente:
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— QmuxK [CO]
© 1
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(€l "
Donde g, es la concentracidon de compuesto organico adsorbida en el aluminosilicato, K es constante de
Equilibrio quimico de adsorcidn y Q.. €s el numero total de sitios de unidn.

La ecuacidn anterior fue derivada por primera vez por Langmuir, para la adsorcién de gases en sdlidos (Tinoco,
1988), sin embargo, experimentalmente se ha demostrado que describe adecuadamente el fendmeno de
adsorcion de compuestos organicos (Grant y Phillips, 1998; Flores et al., 1999)

Una de las soluciones graficas que se han dado para este equilibrio de adsorcién es la linearizacion de
Lineweaver-Burk, la cual consiste en obtener los reciprocos de ambos lados de la ecuacién

1 _ I+K[C]]

q?_ QmuxK [CO] (7)

Reordenando la ecuacidon tenemos que:

1 I 1.1
9. Qmﬂx K CO Qmux

La cual es una de las formas lineares del equilibrio de adsorcion. Graficamente, se pueden resolver los
pardmetros de adsorcidn para este equilibrio graficando

1 vs L
C
q{-}‘ 0 (9)
La relacion anterior nos da una grafica del siguiente tipo
1/q
-
m= 1/Qmax K
s
1/Qmax
«

1/Co
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Figura 7. Linealizacion de Lineweaver-Burk.

Donde la ordenada al origen (1/Qmay) €s el inverso del nimero total de sitios de unién y la pendiente es
(m=1/QqnaxK) es el inverso del producto del nimero total de sitios de unidn y la constante de adsorcidn.

Las caracteristicas fisicoquimicas tanto de los materiales como de ocratoxina A fueron consideradas para el
analisis del proceso de adsorcion.

7.8. Funciones de Error

Una evaluacion tipica de la calidad del grafico de los datos experimentales esta basado en la magnitud del
coeficiente de correlacién, por lo que si la isoterma da un valor de R? cercano a la unidad se considera que el
grafico se ajusta al modelo isotermal utilizado.

Suma de cuadrados del error (SCE)

n
Z(qu calc — qe, meas)?
i=1

(10)
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8. Resultados y Discusion

8.1. Difraccion de Rayos X

Las muestras de material adsorbente obtenidas fueron caracterizadas por analisis de fluorescencia de Rayos
X, arrojando los resultados de su composicidon quimica mostrados en la Tabla 6, donde se puede observar
que SiO; y Al,O; son los principales constituyentes de los aluminosilicatos junto con otros 6xidos presentes
en pequenas cantidades.

Tabla 6. Composicion quimica de los aluminosilicatos en todas las etapas de Modificacion (wt%)

Material SiO, Al,O3 Na;O CaO MgO FeO CO;
Natural 66.86 |19.64 |1.30 0.77 16l 117 8.65
= Homoionizada Na 6846 (2178 138 0.47 2.20 1.26 1.46
;‘: Modificada Himeda |70.66 |19.40 [1.89 117 161 0.00 441
Modificada Seca 68.37 2198 |181 0.72 2.88 1.89 2.36
Natural 68.22 1894 ]0.36 2.04 0.57 1.06 5.94
£ HomoionizadaNa (6688 [20.16 [164 (064 [118 [411 [312
E Modificada Himeda 67.18 1851 |1.29 1.57 0.64 1.96 8.12
Modificada Se 69.01 1858 ]0.36 1.53 0.58 118 5.89
58 Arcilla Zeolita
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Grafico 1. Diferencias de composicién de Na* y Ca®* antes y después del tratamiento de homoionizacién a Na™.

En el grafico 1 se muestra la comparacién de la cantidad de Na* y Ca** en los materiales arcilla y zeolita,
antes y después del tratamiento de homoionizacion, demostrando que el tratamiento resulta efectivo para
aumentar la cantidad de iones intercambiables de Na* y disminuyendo los de Ca*".

En la Figura 8 se observan dos microfotografias en MEB de las muestras de arcilla de forma sddica en a)
antes de ser modificada, con hojas mas cerradas y estructura mas compacta y en la b) posterior a la
modificacion se observa a la arcilla mas dilatada.
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Figura 8. Muestras de arcilla a) forma sodica (Na*) y b) Arcilla modificada con ODMBA.

8.2. Capacidad de Intercambio Catidnico

La diferencia en el comportamiento de la adsorcion y en los valores de CIC demuestran cuantitativamente
que los procedimientos realizados para la homoionizacion y modificacién se llevaron a cabo.

a Y

CH3N 57 NCH3| ¢I”
CH3 CH3

Figura 9. Estructura quimica del azul de metileno.

La isoterma fue aplicada para el andlisis de todos los datos obtenidos tanto para la adsorciéon de azul de
metileno como de OTA, con la finalidad de discernir las diferencias y la influencia de los tratamientos en la
adsorciéon para cada etapa. La isoterma de equilibrio obtenida de cada experimento fue graficada
empleando la linealizacion de Lineweaver-Burk del modelo de Langmuir, mostrados en los graficos 4 y 5.

Los parametros obtenidos de los analisis por isotermas (Graficos 4 y 5) se muestran en la Tabla 7 para la
adsorcion de azul de metileno y Tabla 8 para adsorcién de OTA. El valor estadistico de la R? testifica que los
datos experimentales se ajustan bien a la ecuacion del modelo.

La molécula de azul de metileno es de estructura organica y presenta una carga positiva en solucién
acuosa, por lo que su adsorcién por los aluminosilicatos estd influenciada principalmente por la carga
negativa de su superficie dada por los grupos Silanol.
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Tabla 7. Parametros de Adsorcion de azul de metileno

P

Material Pendiente | Ordenada Qmax K a dso/:cién R? SCE
Natural 2.067 0.0823 | 12.1491 0.040 43,52 0.958 0.0089
© Tamizada 1.038 0.0352| 28.4167 0.034 4411 0.993 0.0017
% Homoionizada 0.998 0.0195| 51.2576 0.020 90.86 0.973 0.0062
< Modificada H 0.952 0.0562 | 17.8035 0.059 79.77 0.969 0.0065
Modificada S 0.664 0.1551 6.4494 0.234 94.06 0.972 0.0022
Natural 3.676 0.3903 2.5622 0.106 26.53 0.901 0.2776
s Tamizada 3.005 0.4677 2.1383 0.156 29.53 0.787 0.4839
E Homoionizada 1.285 0.2757 3.6276 0.215 51.92 0.938 0.0247
N Modificada H 1.669 0.3156 3.1681 0.189 46.10 0.870 0.0925
Modificada S 1.091 0.6939 1.4410 0.636 44.65 0.582 0.6870

Tabla 8. Pardmetros de Adsorcion de OTA

Material Pendiente | Ordenada Qmax K a ds:/:cién R? SCE
Natural 100.779| -80.8810 -0.0124 -0.803 443 0.950 4286.61
© Tamizada 20.380 -7.0059 -0.1427 -0.344 8.76 0.942 204.76
?:; Homoionizada 4.874 8.3358 0.1200 1.710 13.89 0.534 165.69
< Modificada H 3.646 5.6667 0.1765 1.554 24.25 0.471 119.36
Modificada S 2421 0.2759 3.6246 0.114 48.05 0.974 1.26
Natural 24721 4.0557 0.2466 0.164 443 0.749 1641.01
8 Tamizada 19.174 1.3584 0.7361 0.071 5.92 0.736 1057.76
E Homoionizada 12.871 24754 0.4040 0.192 7.65 0.932 97.35
N Modificada H 10.107 2.9582 0.3380 0.293 10.64 0.912 79.08
Modificada S 1.299 0.1185 8.4359 0.091 85.85 0.988 0.17

Los estudios de equilibrio de adsorcién se realizan para determinar la capacidad de un adsorbente, el
equilibrio se establece cuando la concentracién del adsorbato en la solucién estd en un balance dinamico
con la superficie, es decir que la cantidad del colorante o la toxina adsorbida (ge) es igual a la cantidad que
es desorbida (Almeida et al, 2009). Lo anterior puede representarse graficando la concentracién del
adsorbato en la fase solida (ge) contra su concentracidn en la fase liquida (Ce) a temperatura fija (Graficos 2
y 3). La forma del grafico provee informacion cualitativa sobre la naturaleza de la interaccion soluto-
superficie. La distribucion de las moléculas mostrada por este grafico, es una medida de la posicion del
equilibrio en el proceso de adsorcion, este puede ser expresado por una o mas series de ecuaciones
isotermales. Ademas, la forma de la isoterma resultante y los pardmetros obtenidos pueden considerarse
con el fin de predecir si el sistema de adsorcién es favorable o desfavorable. Finalmente, las isotermas
ayudan a evaluar la capacidad del material adsorbente para un compuesto especifico, y posteriormente
discriminar entre diferentes materiales y escoger el mas apropiado para alguna aplicacién con ciertas
condiciones en particular. Segun la clasificacion de isotermas de adsorcién de solutos en soluciones
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acuosas propuesta por Giles et al., 1974 (citado por Gimbert et al,, 2008), las de tipo “L" de Langmuir, la mas
comunmente usada, se caracteriza por una region inicial cdncava al eje de la concentracion X, lo que
sugiere que no hay una competencia fuerte entre el adsorbato y el solvente por ocupar los sitios de
adsorciéon. La clase “H” de alta afinidad, resulta de una afinidad muy grande entre el adsorbente y el
adsorbato a bajas concentraciones donde los puntos del gréafico se localizan muy cercanos a la ordenada;
este tipo de isoterma sugiere que la captacion del adsorbato por el material esta asociada con fuerzas
guimicas en lugar de atracciones fisicas (Gimbert et al., 2008).

En los Gréficos 2 y 3, para el caso de las arcillas, el cambio en cuanto a la afinidad por azul de metileno es
marcado para el material homoionizado a Na*, con un aumento de 4.22 veces de la Qmay, de 12.14 a 51.25
(Tabla 7) y pasando de un comportamiento de tipo L por los materiales parentales a uno de tipo H por el
material homoionizado donde la isoterma aumenta rapidamente a concentraciones bajas lo que indica que
existen muchos sitios de facil acceso y gran afinidad por las moléculas de azul de metileno. El adsorbente
se satura cuando el grafico muestra un tipo de asintota. El cambio en la pendiente y del punto de
saturacion para las isotermas de los materiales modificados por el proceso humedo y seco, puede deberse
a la formacion de una monocapa, lo que causa que el azul de metileno sobrante en solucién sea mayory la
cantidad retenida aumente muy lentamente, debido a que menos sitios activos se encuentran disponibles

en el proceso de adsorcién.
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Grafico 2. Isotermas de adsorcidn experimental de azul de metileno de las 5 etapas de arcillas y zeolitas.
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Grafico 3. Isotermas de adsorcidn experimental de azul de metileno de las 5 etapas de arcillas y zeolitas.

8.3. Adsorcion de OTA

En base a la estructura quimica de OTA que es una molécula no polar que posee un grupo carboxilo y
fendlico, su adsorcion por un organoaluminosilicato puede variar segun el pH; debido al valor de pK, de su
grupo fenodlico de 7, OTA en este experimento se encuentra de forma anidnica.

La adsorcion por los materiales probados fue: Arcilla Natural: 4.43 y Zeolita Natural 4.66 %, estos resultados
pueden interpretarse de acuerdo a lo reportado por Dakovi¢ et al, 2003, quienes indican que en los
aluminosilicatos no cubiertos por ODMBA predomina una cobertura de cargas negativas, por tanto, la
forma anidnica de OTA es repelida. El pequefio porcentaje adsorbido puede deberse a que OTA puede
interactuar con los cationes metalicos de la superficie por dos tipos de interacciones: el anillo aromatico
puede hacer una interaccion pi-catiéon, el oxigeno del grupo carboxilo y el N pueden coordinar al catién
metalico y hacer un anillo quelato de 5 miembros que puede adicionalmente estabilizar la adsorcién.

Los resultados para la segunda etapa fueron de Arcilla Tamizada 6.94 y Zeolita Tamizada 6.85%. El material
tamizado es ligeramente mas eficiente debido tal vez, a la eliminacidon de cristales de cuarzo que no ayudan
en la adsorcién, ademas de que al limitar a los cristales del adsorbente a un tamafio menor o igual a 75um,

el area expuesta aumenta.

A diferencia de lo reportado por Tomasevi¢-Canovi¢ et al, 2003, en este experimento si se presentaron
diferencias en la adsorcién, entre los procedimientos himedo y seco.
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La modificacion quimica por medio de la ocupacidon por ODBMA en los sitios de intercambio de los
aluminosilicatos produce un cambio en las propiedades de su superficie de hidrofilica a hidrofébica, los
resultados de la adsorcién por los materiales modificados por el proceso hiumedo es de 24.25 y 10.64 %,
para arcilla y zeolita respectivamente, los cuales no concuerdan con lo reportado por Tomasevi¢-Canovi¢ et
al, 2003, y la forma S de la isoterma indica que existen dos mecanismos de adsorcion, esto puede deberse
a que estos materiales no estan cubiertos por completo y en una proporcion muy baja por ODMBA,
pudiendo presentar mas de una forma de adsorcion.

Al modificar los aluminosilicatos con cationes organicos como ODMBA, su capacidad de adsorcidén mejora
segun sea la cobertura de su superficie proporcionandole mas o menos propiedades hidrofébicas y la
adsorcién es independiente de la forma en solucion de OTA (Dakovic¢ et al., 2005). Los resultados obtenidos
para la modificacion en seco: 48.05 y 85.85 % para arcilla y zeolita respectivamente sugieren que la
modificacion por este método es mucho mas eficiente, ya que al no realizarse la modificacion en una
solucion no puede perderse nada del ODMBA aplicado.

La capacidad de adsorcion de los materiales arcillosos aumenté de 2.47 a 35.29 pmoles g™ para el proceso
himedo y 724.92 umoles g™ para el seco. Para zeolita paso de 49.31 a 67.6 pmoles g para el proceso
himedo y 1687.19 umoles g para el seco. La zeolita modificada por el método seco fue el mejor
adsorbente obtenido, aumentando por un factor de 34.21 veces su capacidad de adsorcion.

Los gréficos isotermales (Grafico 3) de la adsorcion de OTA por los materiales modificados por el método
seco ilustran que la concentracion mas alta utilizada (1.48583 pM) no fue suficiente para que la capacidad
de adsorcion de estos materiales llegara a la saturacién.

En estudios previos sobre modificacion quimica y adsorcion de OTA entre menos fuera la cobertura de la
superficie de los aluminosilicatos por ODMBA, la adsorcién se volvia mas pH dependiente, es decir a la
forma en que OTA se encuentra en la solucion (idnica o neutra). Mejorando a pH 3 donde OTA esta de
forma parcialmente anidnica; y siendo mas baja a pH 7 y 9 donde esta en forma totalmente aniénica.
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Grafico 4. Isotermas lineales de la adsorcion experimental de Azul de metileno por arcillas y zeolitas.
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Grafico 5. Isotermas lineales de la adsorcion experimental de OTA por arcillas y zeolitas.
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8.3. Efecto de la concentracion inicial del adsorbato

En los graficos 6 para azul de metileno y 7 para OTA, se muestra el comportamiento de la adsorcién,
comparando el comportamiento de la curva al aumentar la concentracion inicial del adsorbato vy, el
porcentaje de azul de metileno y OTA adsorbidos.

En ambos casos, tanto para azul de metileno y OTA, al aumentar la concentracién del adsorbato inicial, el
comportamiento de la curva muestra que la retencidon del adsorbato aumenta conforme aumenta su
concentracion inicial, hasta llegar a al punto de saturacion del adsorbente. Sin embargo, en términos de
porcentaje retenido, la curva presenta un pico de adsorcién maxima, mostrando que las concentraciones
mas adecuadas (tanto de adsorbente como de adsorbato) para una adsorcion eficiente son particulares de
cada adsorbente, esto es importante para definir la cantidad de adsorbente que deberd de utilizarse en la
practica.

Estas diferencias se presentan debido a que la concentracion inicial de adsorbato en solucién es un factor
importante en la superacion de la resistencia de la transferencia de masa entre las fases acuosa y solida
(Almeida et al., 2009).
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Grafico 6. Comparacién de la cantidad y % adsorbido a diferentes concentraciones probadas para azul de metileno.
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Grafico 7. Comparacion del la cantidad adsorbida con el % adsorbido a las diferentes concentraciones probadas para OTA.

Tabla 9.
Cantidad de ODMBA aplicada con respecto | Capacidad de adsorcién
al valor de CIC OTA
. % .. %

Materiales Ocupado # Sitios Qmax Adsorbido
Natural 0.000 -0.0124 443
Arcillas Modificada Himeda 0.184 0.1765 24.25
Modificada Seca 0.776 3.6246 48.05
Natural 0.000 0.2466 443
Zeolitas Modificada Himeda 2.600 0.3380 10.64
Modificada Seca 3.681 8.4359 85.85

En la tabla 9 se comparan a los materiales modificados con los materiales originales, destacando que el
porcentaje de adsorcion mejora significativamente tanto para arcillas y zeolitas, intercambiando a los
cationes inorganicos con pocas cantidades de ODMBA .

Desventajas del Intercambio I6nico en fase acuosa

Esta bien demostrado que las arcillas poseen una alta capacidad de hinchamiento en agua debido a su
naturaleza hidrofilica, consecuentemente la expansion de las laminas permiten un mejor proceso de
difusion de moléculas entre ellas, debido a esto y a la alta capacidad de intercambio catiénico presente en
el material homoionizado, era de esperarse que la modificacidén quimica por el método himedo presentara
de los resultados mas eficientes en cuanto a la adsorcion de OTA, lo que significaria que el aumento en la
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hidrofobicidad del material fue exitoso. Los datos presentados en el estudio, contrarios a esta suposicién
pueden deberse, a que los aluminosilicatos estan tipicamente de la forma H”, si esta es lavada antes o
después de los experimentos de intercambio idnico el intercambio de NH;*/Na™ estd acompafiada por una
importante intercambio por iones hidronio H;O*/ Na®.

Varios autores recomiendan que para asegurar el intercambio i6nico por el catién organico deseado, el
procedimiento de modificacion en fase acuosa sea realizado varias veces, lo que implica que se consuma
gran cantidad de agua, produccién de agua residual que debera ser regenerada o desechada al ambiente,
ademas de consumir exceso de tiempo.

Por el contrario en el intercambio por reaccién en estado solido, las particulas secas de los aluminosilicatos
y sales u éxidos que contienen los cationes organicos de interés, se intercambian en un solo paso y sin
perdidas como en el caso anterior (Karge y Weitkamp, 2002).
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9. Conclusiones

Los resultados presentados confirman que los aluminosilicatos arcilla y zeolita en su forma natural no son
buenos adsorbentes in vitro de la forma anidnica de OTA que se presenta a pH 7.

El tamizado de los materiales aumenta la superficie expuesta por estos para la adsorcién, mejorandola
ligeramente para el caso de OTA.

El procedimiento de homoionizacion a Na® es efectivo para aumentar los niveles de iones Na®
intercambiables en los aluminosilicatos arcilla y zeolita, por lo que se vio una notable mejoria en su
capacidad de intercambio catiénico duplicandose éste en ambos casos, lo que hace mas eficiente su
intercambio por los cationes de ODMBA.

Sin embargo, debido a las desventajas del procedimiento de intercambio en suspension acuosa, la
capacidad de adsorcién de OTA por los materiales modificados por el proceso hUumedo mejoran poco en
comparacion con los resultados obtenidos de los materiales modificados por el método seco, pasando en
el caso de las arcillas de un 4.43 a 48.05% y en el caso de zeolitas de 4.43% a 85.85%, sin necesidad de
cubrir al 100% los sitios intercambiables en los materiales.
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