r‘ Escola Politécnica Superior
h:;i d'Enginyeria de Vilanova i la Geltra

UNIVERSITAT POLITECHNICA DE CATALUNYA

PROYECTO
FINAL DE CARRERA

TITULO: DETECCION Y ELIMINACION DE FUMONISINAS
EN ALIMENTOS

AUTORAS: MARTA PEREZ MADUENO
IBTISSAM RIFI ZAITOUNI

TITULACION: INGENIERIA TECNICA INDUSTRIAL,
ESPECIALIDAD QUIMICA INDUSTRIAL

DIRECTORES: Dr. VICENTE RODILLA | ALAMA
Dra. MONTSERRAT RUIZ PLANAS

DEPARTAMENTO: INGENIERIA QUIMICA (713)

FECHA: 27 DE JUNIO DE 2011







= Este proyecto tiene en cuenta aspectos medioambient

PROYECTO FINAL DE CARRERA

RESUMEN (méaximo 50 lineas)

ales;: ® Si 11 NO

La realizacion de este proyecto plantea la posibili dad
de ofrecer una alternativa eficaz y sostenible para la
detoxificacion de fumonisinas en alimentos.
El paso previo a la aplicacion método de
detoxificacion ha sido la deteccion de fumonisina,
proceso para el cual se ha puesto en marcha el ensa yo
por inmunoadsorcién ligado a enzimas, mas conocido como
método ELISA.
Para llevar a cabo el proceso de detoxificacion hem 0s
evaluado el uso de perlas de alginato de calcio com o]
adsorbente en sustitucion de las arcillas que son | 0s
adsorbentes mas utilizados en la actualidad con est e
fin dentro de la alimentacion animal (piensos).
Los motivos que existen para la detoxificacion de
fumonisinas son debidos tanto a sus efectos negativ 0s
sobre la salud animal y humana, como a sus efectos
devastadores sobre los cultivos, destacando su gran
afectacion a los cereales.
Palabras clave (maximo 10):
Fumonisinas Adsorcion Alginato de calcio Micotoxinas
Liofilizacion Perlas Micotoxicosis Detoxificacion
Toxicidad Isotermas
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1. OBJETIVO

La finalidad de este proyecto es presentar unanaliga eficaz y sostenible para la eliminacion de
fumonisina contenida en los alimentos mediante ipdbiimero (alginato de calcio). EI método de

deteccion utilizado ha sido mediante un ensayondeinoadsorcion ligado a enzimas, conocido como
método ELISA.

2. INTRODUCCION

El nombre de micotoxina deriva de la palabra gritgikos” y de la latina “toxicum” que significan
hongo y téxico, respectivamente. Las micotoxinagreslefinidas como los metabolitos téxitos
producidos por diversos hongos que crecen en ksogrde los cereales, leguminosas y en alimentos
derivados de los mismos como los piensos destiratialimentacion animal.

Los hongos utilizan para su crecimienioa serie de sustancias quimicas denominadas otigiab
primarios que se asocian con la fase de crecimi@pido. Los metabolitos secundarios son compuestos
no esenciales para el crecimiento vegetativo divoyuro. Dentro de este grupo, estan los aniitnéty

las micotoxinas, y estas Ultimas pueden afectaatinegnente a la salud de animales y humanos al ser
ingeridas, inhaladas o absorbidas por la piel.sEstdermedades se denominan micotoxicosis.

La exposicion a micotoxinas puede producir toxiditento aguda como cronica, con resultados que van
desde la muerte a efectos nocivos en el sistemaorercentral, cardiovascular y respiratorio y én e
aparato digestivo. Las micotoxinas pueden ser g&amagentes cancerigenos, mutagenos, teratgenos
inmunodepresores, pero el efecto mas importantasdmicotoxinas es la capacidad de algunas de ellas
de obstaculizar la respuesta inmunitaria y, porsiguiente, de reducir la resistencia a enfermedades
infecciosas.

La contaminacion por micotoxinas puede producirseualquier momento (en el campo, en el momento
de la cosecha, en los procesos posteriores deratano...), y son varias las posibles vias de
contaminacion y varios los factores que afectammdliferacion de hongos:

Los hongos pueden proliferar en un amplio intervado temperaturas y, por lo general, la tasa de
crecimiento de los hongos sera menor cuanto meaolagemperatura y la cantidad de agua disponible.

Los insectos y los &caros (artropodos) pueden tamtontribuir notablemente al deterioro biologieo d
los cereales, debido a los darfios fisicos y a igetde nutrientes que ocasiona su actividad, pitma
causa de su interaccién compleja con hongos y oio@s. La actividad metabdlica de los insectos y
acaros genera un aumento del contenido de humettadeynperatura de los cereales infestados. Los
artrépodos actian también como portadores de [asrass de los hongos y éstos pueden utilizar los
residuos fecales de los artropodos como fuente lideerso. Por otra parte, los hongos pueden
proporcionar alimento a los insectos y acaros pernoalgunos casos, pueden también actuar como
patégenos.

Otro factor importante que puede afectar a la fam@icion de hongos es la proporcion de granos
quebrados en una partida de cereales. El endosperpoesto de los granos quebrados como

 Un metabolito es cualquier molécula utilizada odurcida durante las reacciones bioquimicas y posdésico-quimicos que ocurren en una
célula y en el organismo.
2 Un teratdgeno es un agente capaz de causar uialefmgénito.



consecuencia de la manipulacion general y/o dedéd®s ocasionados por insectos es propenso a la
invasién de hongos.

La proliferacién de hongos esta también reguladdgsoproporciones de oxigeno, nitrégeno y diéxido
carbono de la atmésfera intergranular. Las intéoaes entre los gases y la actividad de agu¥ (a
imperante también influyen en la proliferacion dedos.

En el campo, los cereales se contaminan principgbneon mohos que requieren actividades acuosas
altas (al menos 0,88) para proliferar, mientras equéos granos almacenados pueden proliferar hongos
que requieren contenidos de humedad més bajos.

Se reconoce generalmente que los principales &sctpre influyen en la produccién de micotoxinas son
la actividad de agua y la temperatura. No obstartese han definido adn con precision las condason
necesarias para que los hongos toxicogenos pragumatoxinas; recientemente se ha realizado un
extenso examen de estas condiciones.

El pienso de los animales es una de las vias damoracion mas importantes hacia los humanos, ga qu
el animal metaboliza las micotoxinas y su carnecbé pueden convertirse en una fuente de micotmxina
Otra posible fuente son los dafios que producemdagliinas cosechadoras.

En la actualidad se conocen unas 300 variedadi@stassde micotoxinas, pero son en torno a unardece
las mas importantes, las que aparecen con mayuefneia y las mas toxicas. Los hongos de las fasnili
Aspergillus, Penicillium y Fusariureon responsables de la mayoria de las micotoxiletoxinas,
ocratoxinas, fumonisinas, tricotecenos, patulinaaralenonas.

En la siguiente tabla se pueden observar las pates familias de hongos, anteriormente citadassy |
micotoxinas derivadas de los mismos, asi como fertos téxicos y el tipo de alimento donde se
encuentran:

Tabla 1. Principales familias de hongos productores de micotoxinas.

Toxina Hongo productor Efectos téxicos Alimentos donde se encuentra
Aspergillus (A. flavis, A. Aflatoxicosis aguda, cancer de higado, Maiz, cacahuetes, arroz, judias, uva,
Aflatoxina parsiticus, A. nidulans, Al sindrome de Reye, encefalopatia, vino, productos de alimentacién
versicolor) inmunotoxicidad. animal.
Aspergillus (A. . - Maiz, cacahuetes, arroz, judias, uVa,
. Nefropatia balcanica aguda, tumores . . L
Ocratoxina ochraceus), P. . . vino, productos de alimentacién
renales, inmunotoxicidad. .
Verrucosum. animal.
. . . . Maiz, trigo, arroz, cebada, centenag,
. Varias especies de Inmunotoxicidad, neurotoxicidad, 9 . -
Fumonisina . . . . . avena, productos de alimentacion
Fusarium alteraciones del sistema digestivo. .
animal.
. . . Aleukia téxica alimentaria, Maiz, trigo, arroz, cebada, centeng,
Tricotecenos Varias especies de . . L . -
. inmunotoxicidad, hematotoxicidad, avena, productos de alimentacion
(DON, T2) Fusarium . . . . .
alteraciones del sistema digestivo. animal.
patulina Varias especies de Enfermedades renales, alteraciones del Frutas (sobretodo en la manzana),
Penicilium sistema digestivo. sidra, arroz, trigo, zumos.
Zearalenona F.graminearum Efectos estrogénicostoshesterilidad. Maiz y otros cereales.

% La actividad del agua (ase define como la cantidad de agua libre erirakalto, es decir, el agua disponible para el crietito de
microorganismos y para que se puedan llevar a dif@ntes reacciones quimicas. Tiene un valor maxle 1 y un minimo de 0.
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La Organizacion Mundial de la Alimentacion y la Agitura (FAO) estima que mas de un 25% de la

produccion mundial de alimentos esta contaminadanecierto grado con micotoxinas. La mayoria de

los hongos crecen en los cereales, produciendaarioas en condiciones favorables. Entre el 25% y e

40% de los cereales pueden estar contaminadoslgumaso varias micotoxinas, los cuales cobran una
mayor atencion entre todos los alimentos ya queetieun elevado consumo por parte de animales y
humanos.

En este proyecto se experimenta exclusivamentelamrfumonisinas, dejando de lado el resto de
micotoxinas.

3. MICOTOXINAS DEL GENERO FUSARIUM

3.1. Introduccion

El género Fusarium pertenece al phyllum Ascomycota, orden Hypocrealess el productor de
micotoxinas de mayor relevancia en las regionesplemas del hemisferio norte. La caracteristica
fundamental del género es la presencia de conidilagdentosos llamados macroconidios que se forman
a partir de estructuras llamadas esporodoquioginalg especies pueden producir conidios mas pequefios
llamados microconidios.

Figura. 1: Conidios tipicos del género Fusarium (en este caso F. verticillioides) presentes en lacafia  de
azucar: a) microconidios; b) macroconidios

Los hongos del génefusarium y en particulaFusariumgraminearum(teleomorfé de Giberella zeae),
muy comunes en la tierra de los cultivos, produdes tipos de toxinas, las estrogénicas6, como la
zearalenona y el zearalenol, y las no estrogénieadricotecenos, de las cuales la mas importasitel
deoxinivalenol (DON). En este segundo grupo se emican también el nivalenol, la toxina T-2 y el
diacetoxiscirpenol. Las fumonisinas son producigas especies pertenecientes al antes desconocido
complejo de especies Gibberella fujikuroi, coforerticillioides @ntes conocido pdf. moniliforme)y

F. proliferatum que se consideran los principales patégenos d& ynlos principales productores de
fumonisinas.

4 Un conidio es una célula reproductora asexuataige los hongos.
5 Teleomorfo es un estadio reproductivo sexoirfo), que desarrolla un cuerpo de fructificacion.
© Las toxinas estrogénicas afectan a la reprodugméngue su comportamiento se asemeja al de lasesios naturales.
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Las micotoxinas que provienen del género Fusareiensuentran habitualmente en los cereales como el
maiz, el trigo, la cebada y los productos elabaamm estos granos. Una caracteristica importagite d
género es que una misma micotoxina puede ser pdadpor diferentes especies Fusarium y que una
misma especie puede producir diferentes micotoxaniasvez, razén por la cual podemos encontrar mas
de un metabolito en el mismo sustrato.

La identificacion de las especies del género esvanas razones, muy complejas. A pesar de esto, lo
medios de cultivo recomendados para la identif@adie las especies Fusarium son el medio agalpatat
glucosa (Potato Dextrose Agar: PDA) para el estdditas caracteristicas macroscopicas de las asloni

y los medios agar sintético pobre en nutrientesitiigtic Nutriente-poor agar: SNA) o agar hojas de
clavel (Carnation Leaf agar: CLA), para el estudiidas caracteristicas microscopicas.

3.2.  Fumonisinas

La incidencia de las fumonisinas en maiz y otraslpctos basicos de la dieta o en productos dersvado
de ellas se ha convertido en una importante ingdipara la salud de animales y humanos en todo el
mundo, ya que son responsables de enfermedadess grgudas y cronicas. Son el agente causal de la
leucoencefalomalacia (ELEM) en caballos, edema ¢poém en cerdos, y son hepatotoxicas y
hepatocarcinogénicas en ratas. Aunque no existeeuitencia directa de las consecuencias de las
fumonisinas sobre la salud humana, no se desaardacgiacion con una lata incidencia de cancer de
esoOfago en ciertas regiones de Sudafrica, Chieléeg & Iran.

3.2.1. Estructura quimica de las fumonisinas

Las fumonisinas son aminopolioles cuya estructureipal consiste en una cadena lineal de 20 4&tomos
de carbono, la cual tiene un grupo amino en elorart®, junto con grupos metilo, hidroxilo y acido
tricarboxilico en diferentes posiciones a lo ladg esqueleto carbonado (figura 2). Segun los grupo
guimicos presentes a lo largo de la cadena liteslfumonisinas se pueden clasificar en cuatr@seri
fumonisinas A, B, C y P. Las fumonisinas de laes@&ison ésteres de 2-amino-12, 16-dimetil-14, 15-
dihidroxiecosan y propanol-1, 2, 3-4cido tricarliioriy son las mas abundantes en maiz contaminado d
manera natural. En funcion de la presencia o aiseafe grupos hidroxilo en los carbono 5y 10 se
distinguen los cuatro tipos (fumonisina Bl (FBlgymbnisina B2 (FB2), fumonisina B3 (FB3) y
fumonisina B4 (FB4). FB1 tiene grupos hidroxilo@+8, C-5, C-10. FB2 y FB3 son isémeros con grupos
hidroxilo en C-3, C-5y C-3, C-10. FB4 presentagumpo hidroxilo menos que FB2 y FB3.

La fumonisina més importante es la FB1, ya que @wedstituir hasta un 70 % de todas las fumonisinas
presentes en los alimentos. Las otras fumonisireadadserie B, aparecen en niveles mas bajos,
suponiendo que la FB2, y la FB3 constituyen un 1ny20 % del contenido total de fumonisinas,
respectivamente.
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Figura 2: Estructura quimica de las fumonisinas de | a serie B. R1 y R2 indican los diferentes radicales  que

pueden ocupar los carbonos 5y 10 en los cuatro tip ~ os de fumonisinas de la serie B.

3.2.2. Efectos toxicos de las fumonisinas en anirealde granja y de compafia

Las fumonisinas pueden causar enfermedades neigaddgn caballos. Los signos clinicos iniciales
incluyen la depresion, inapetencia después un gi@ide comer alimentos contaminados. Dentro de los
efectos neurologicos en estos animales, el masrienge y el que merece mencidén es la falta de
coordinacion (se tambalea ciego). Los équidos puent®ir 7 horas o incluso unos afios después de que
ocurran los primeros sintomas clinicos. El higttobién es afectado, a menudo muestra una leve
inflamacién con un cambio de color a amarillo-marny blanco con focos irregulares y ndédulos
dispersos.

En estos animales también han sido detectadagsamés renales, nefrosis, nefropatia o necrosis de
células individuales causadas por estas micotoxibasestudio de Schumacher et al. (1995) relackon6
verticilloidescon duodenitis y yeyunitis en caballos, y obsenmv@bundante reflujo del jugo géstrico, que
puede estar relacionado con la ingesta de FB1.

En cuanto a los cerdos, se realizaron estudiosEebE que determinaron que la FB1 produjo en los
cerdos edema pulmonar e hidrotérax, (la cavidagctoa se llena de liquido amarillo). Las muest&s d
alimento fueron tomadas de los brotes y analizpdes las fumonisinas; FB1 fue encontrado en unorang
de 20-330 mg / kg de masa corporal (mc). Los amisnalimentados con altos niveles de FB1 murieron
de edema pulmonar, mientras que los alimentados menores niveles de FB1 desarrollaron
hepetotoxicosis subaguda. Los animales que reoibilr toxina pura eran mas propensos a desarrollar
edema pulmonar, mientras que los alimentados cemsps contaminados naturalmente tenian ambas
lesiones. Rifdn, pancreas, corazén y esofago tampieden ser los d6rganos diana del ataque de
fumonisinas. La ingesta de FB1 (20 mg / kg mc) gante de estos animales produce una disminucion
de la eficiencia mecanica del ventriculo izquierdda lugar a la insuficiencia cardiaca aguda.

Referente a las aves de corral, dada su dependimbia alimentos a base de maiz, se han inteaxific
las investigaciones de los efectos de las fumassam estos animales. En dos estudios, pollosdées2

de vida y pollos de engorde alimentados con FB1I0(det00 mg / kg) durante 21 dias y de 300 mg / kg
durante 2 semanas se observé que la masa corporatligjo considerablemente y se produjo necrosis
hepatica e hiperplasia biliar.

Los embriones de pollo expuestos a FB1 mostrarenmortalidad del 100%, a concentraciones de 0.1
M. Los cambios patoldgicos se encuentran en eldbigandn, corazon, pulmones, sistema musculo-
esquelético, los intestinos, los testiculos y etlom.



Respecto a los experimentos realizados en muekdramentos para animales domésticos, la FB1 junto
con la zearalenona se encuentra en el 84 y el XooPhiveles elevados entre 299,5 y 1410 mg / kg de
pienso, respectivamente. Las fumonisinas, se etremeprincipalmente en el maiz y la FB1 es la

micotoxina mayoritaria y representa hasta un 70%adeintoxicaciones por la ingesta de alimentos

mediante fumonisinas las cuales inhiben la sintsi®s esfingolipidos y el metabolismo y causdioda

a distintos 6rganos de los animales.

3.2.3. Limites maximos de fumonisinas en alimentgspiensos

Para proteger la salud publica y evitar que erdreta cadena alimentaria el maiz y los productogsa

de maiz con un grado inaceptable de contaminaaériymonisinas, la Union Europea ha establecido

unos contenidos maximos de esta toxina (TablarZndPo se han establecido contenidos maximos en
relacion con el maiz no elaborado, para fomengargntizar que se tomen todas las medidas necgesaria
durante las fases de cultivo, recoleccién y almaceento dentro de la cadena de produccion. Estos
contenidos maximos no se aplican al maiz no tramsfdo destinado a su molienda por via humeda
(produccion de almiddn), ya que existen datos ffieas de que estas toxinas no se detectan en el
almidon de maiz, o solo a niveles despreciables.

Con la molienda en seco, del mismo lote de maizarsformado se producen fragmentos de diferentes
tamafios de particula. Hay datos cientificos queudstran que las fracciones de menor tamafio de
particula contienen un nivel mas elevado de toxifeesusariumaque las fracciones de mayor tamafio de
particula. Estas fracciones se clasifican segUtarsafio de acuerdo con el porcentaje que pasa por un
tamiz con abertura de malla de 500 micras, condb ®e han establecido diferentes limites maxiraoa p

las fracciones de molienda mayores y menores deri@@s para reflejar los niveles de contaminacién
de las diferentes fracciones.

Tabla 2. Contenidos maximos de fumonisinas enlos ¢  ereales para el consumo humano (  pg/kg) (Reglamento
CE n° 1126/2007)

Contenido méximo
Tipo de cereal de fumonisinas permitido (ug/kg)
Suma de FB1 y FB2

Maiz no elaborado, excepto el destinado a moligedaia himeda 4000

Maiz y alimentos a base de maiz destinados al cumswmano directo, fa
excepcion de los productos alimenticios enumerado®s puntos 2.6.3 y 2.6/4 1000
del Reglamento CE n°® 1126/2007

Cereales para el desayuno a base de maiz y apedivmaiz 800
Alimentos elaborados a base de maiz y alimentasiiids para lactantes y nifips 200
de corta edad

Fracciones de la molienda del maiz con un tamafmadéula 1400
Fracciones de la molienda de maiz con un tamafipadé&ula < 500 micrag,

clasificadas en el codigo NC 1102 20, y otros prtmkide la molienda del majiz 2000

con un tamafio de particula < 500 micras, no deftimal consumo humano
directo, clasificados en el cédigo NC 1904 10 10




Igualmente, para proteger la sanidad animal, se dmscer un control con la diferencia de que nstex
normativa estricta sino recomendacion de valorentativos sobre la presencia de fumonisinas en los
productos destinados a la alimentacion animal @ahl

Tabla 3. Valores orientativos de fumonisinas en los productos destinados a la alimentacién animal (mg/k s)]
(Recomendacion 2006/576/CE de la Comision)

Valor orientativo en mg/kg
Micotoxina Productos destinados a la alimentacion animal (ppm) para piensos con un
contenido de humedad del 12%

a) Materias primas para piensos:

- Maiz y productos a base de maiz 60
b) Piensos complementarios y completos para:
Fumonisinas ) . o
- Cerdos, caballos, conejos y animales de compafiia 5
Bl + B2
- Peces 10
- Aves de corral, terneros (menores a cuatro mesasjeros y cabritos. 20
- Rumiantes mayores de cuatro meses. 50

3.3. Tricotecenos

Se han descrito més de 45 tipos de tricotecenasaleria de los cuales se clasifican en cuatre tipo
segun su estructura quimica. Los dos tipos masrianes son los tricotecenos tipo A, como las @sin
T-2 y HT-2 y los de tipo B, como el DON, sus dedwa y el nivalenol.

3.3.1. Efectos toxicos en los animales de compafiia:

En general, los tricotecenos causan efectos negagiv el sistema inmune de los animales y condaicen
trastornos de la digestion (vomitos, diarrea o agohdel alimento) y hemorragias. En un estudio, se
aliment6 a gatos y perros con niveles bajos de DOBmMg / kg de peso en alimentos para perrosy 7.5
mg / kg de peso en la comida para gatos y se abgerrlos animales sufrieron vomitos.

Los tricotecenos producen que los animales rechateimento, pierdan el apetito, disminuyan el
rendimiento, pierdan peso y que tengan un aspecto galudable.

332 T-2

La micotoxina T-2 es un tricoteceno de tipo A gaergtaboliza rapidamente a HT-2. Esta asociada con
la especie F. Sporotrichioides. Presenta un as@nguiterpeno y presenta en el C8 un grupo difernt
carbonilo. Su formula molecular es,85,0s.
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Figura 3: estructura quimica de la toxina T-2

Se presenta sobre todo en los cereales como@| tn@jz, avena, arroz y soja. En cuanto a su tmgé
enumeraremos a continuacion los efectos mas cammesta toxina en el entorno bioquimico y celular

Una fuerte inhibicion de la sintesis de proteiras gue se unen a los ribosomas.

El efecto inhibidor de la sintesis del ADN ARN.
El efecto toxico sobre la membrana de las células.

La induccidn de apoptosis en tejidos linfaticoel/ldgado.

3.3.3. Deoxinivalenol

El DON también conocido como "vomitoxina" (por ®fectos secundarios en el sistema digestivo) esta
asociado con la espedmisarium graminearunen las areas templadas y humedas de cultivo yacon
especid-usarium culmoruntdonde dominan los ambientes frios. Es un tricoteck tipo B, el cual tiene

una funcion carbonilo en la posicién del carboncAB8emas tiene tres grupos OH y un grupo ceto
insaturado en la posician B. Su féormula molecular es;£E1,00s.
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Figura 4: estructura del DON

El DON pertenece al grupo de micotoxinas sesquetesples con actividad citoxica, fitotoxicos y
antifangica. Principalmente se detecta como comamé del trigo, la avena, la avena y el maiz y con

menor frecuencia se encuentra arroz. De hechoQ#l Es el agente etioldgico de la enfermedad llamada
‘fusariosis de la espiga del maiz’ y de la ‘podnidwe de la espiga del maiz'.



3.4. Zearalenona

La zearalenona (ZEA) y el zearalenol (ZOL) son nugmas sintetizadas pdf. Graminearum, F.
Culmorum, F.cerealiy F. Semitectunilienen estructura de lactonas y actividad estregei@i pesar de
Su escasa semejanza estructural aparente contiogesms fisioldgicos. Sin embargo, la estructura
tridimensional del anillo de lactona sitia un gripid en una posicion tal que puede interactuar esn |
receptores de estroégenos.

OH O CH,

HO

O

Figura 5: estructura quimica de la zearalenona

3.4.1. Efectos en animales

Se ha demostrado que la ZEA produce efectos esimmgen los animales, especialmente en los
mamiferos, encontrdndose ademas casos de un sendrstnogenico especifico en los cerdos y de
infertilidad en el ganado vacuno en asociaciénrivales de consumo de ZEA de 0.1-6.8 mg/kg pc y 14
mg/kg pc respectivamente. Este compuesto tambiéprbaducido malformaciones congénitas en el
esqueleto de las ratas.

3.4.2. Efectos toxicos en animales de compafiia

La ZEA causa problemas en la reproducciéon delmaistée todas las especies animales. Una exposicion
de 7 dias de la dieta de 200 mg ZEA / kg pc y edidnembras caninas mostraron dafio celular en los
ovarios, edema e hiperplasia y se produjo un cagsrieral patolégico en el sistema reproductivo.

3.4.3. Efectos téxicos en humanos

No se conocen casos de afecciones a la salud huymnaahacidas por la ZEA, y dada la concentracion
encontrada en alimentos de uso humano, es muy lrabpl® que se produzcan. De todos modos, la Unién
Europea ha fijado temporalmente la ingestion dialierable de esta sustancia enu@/kg de peso.



4. METODOS ACTUALES PARA LA PREVENCION, DESTOXIFICA CION
Y MINIMIZACION DE LA TOXICIDAD DE LAS MICOTOXINAS E N
ALIMENTOS

Los hongos y sus micotoxinas asociadas son facioipertantes que afectan negativamente a los
alimentos producidos utilizando productos vegetalmstaminados o productos animales derivados de
animales alimentados con piensos contaminadosmi@astoxinas son téxicas para los seres humanos y
animales, lo que explica la mayor preocupaciorederidustrias de alimentos y piensos en la preganci
de que entren en la cadena alimentaria. La preems esencial, ya que hay pocas formas de sypmrar
completo los problemas una vez que las micotoxéssn presentes.

Los hongos que producen la toxina pueden invadiemad vegetal en el campo antes de la cosecha,
durante la manipulacion, en la post-cosecha y amauiento y durante su transformacion en alimentos
y piensos. Asi, los hongos toxigénicos han sido an@gnos clasificados en dos grupos (i) los hodgos
campo, (ii) los hongos de almacenamiento. El géRasarium por ejemploF. verticillioidesF. roseus

F. tricinctum y F. nivale son organismos presentes en el suelo, que puetkstiar los cereales
directamente en el campo, y aumentar asi los mivddefumonisinas, tricotecenos y zearalenonas (en
funcion de la especie ) durante el crecimientopdauracién del grano y en la cosecha.

El géneroFusariumpuede tener efectos perjudiciales sobre las gantarovocar su disminucién de
productividad. Muchas especies pueden infectagdpigyas de trigo y de otros cereales de grano fieque
en los campos que causan la enfermedad conocida tmariosis de la espiga (FHBEste deterioro
también puede ser causado por el desarrollo cadenagor de especidausariumen el maiz. Por otra
parte, los hongos pueden crecer en otro lugarediferal grano de las plantas produciendo grandes
cantidades de micefi@n el tallo donde coloniza los paquetes vascyliregie inhibe la transferencia de
nutrientes hacia la parte superior de la planta.dP@ontrario, las especi€ésisariumno contribuyen
significativamente a la produccion de los hongoaldecenamiento o a los contaminantes de hongos que
se encuentran solo en los granos dafiados.

Debido a los multiples origenes posibles de lacitifen por hongos, cualquier estrategia de preverasd

la contaminacién por hongos y micotoxinas debealie® a cabo a un nivel de integracion a lo larga de
cadena de produccion de alimentos, y por ello seittentificado tres pasos para la prevencion de
contaminacion por micotoxinas. El primer paso epriavencion debe realizarse antes de la infestacion
por hongos; El segundo paso es durante el periedta dnvasién fungica de material vegetal y la
produccion de micotoxinas, la tercera etapa seairiaando el producto agricola ha sido identificado
como contaminado. La mayor parte de los esfuereberdconcentrarse en los dos primeros pasos, ya
que, una vez que las micotoxinas estan presesteiial eliminarlas de una manera practica.

4.1. Prevencion de plantas contaminadas por especie s Fusarium y sus
micotoxinas asociadas en el campo de cultivo.

Las medidas de prevencion mas eficaces son |lasldava cabo antes de la plaga por hongos y ankas de
produccion de micotoxinas en el material vegetadrids practicas agricolas pueden influir en la
contaminacion de los cultivos, pero incluso las ares estrategias de gestion agricola no pueden
erradicar totalmente la contaminacion por micotagin

" FHB: Fusarium Head Blight
8 El micelio es la masa de hifas (elementos filawsw cilindricos) que constituye el cuerpo vegatalie un hongo.
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4.1.1. Rotacion de cultivos

El maiz es la planta mas susceptible a la contaidingor especies Fusarium. Las esporas liberaglas d
los esporangios maduros de espeEigsarium se extienden a lo largo y ancho por el vientioiego se
asientan en el suelo (Figura 6). Pueden permaregcet suelo durante un largo periodo de tiempo o
crecer en los residuos de plantas muertas comajt @ los rastrojos, que aumentan el nivel de
contaminacion del suelo. Después las conidioespoaasoesporas pueden infectar espigas y hojas de |
préxima cosecha tras haber sido propagadas poergovo las gotas de lluvia. Las ascoesporas que se
encuentran en las astate los hongos son importantes para la infecciorestégas de maiz pd.
graminearum Pueden desarrollarse en cuerpos fructiferos Hamaeritecios que se forman en materia
organica infectada que permanecen en la supeditisuelo y se liberan al aire libre cuando madioan
peritecios. A medida que las ascoesporas son dewan® dispersadas en una corta distancia, las
infecciones en un campo particular, se inicia ganegnte por esporas dentro de ese campo.

Esto explica por qué los monocultivos de maiz idpsten el mismo campo enriqueceran el suelo con
esporas de hongos, lo que aumenta el riesgo darimatcion. Los residuos de cultivos son claramiente
principal fuente de indculdsdeF. graminearumlo que provoca la putrefaccion de espigas de ééita

y la contaminacion por DON del maiz. Por lo tataaotacion de cultivos y la labranza se recomianda
para controlar la contaminacion de plantas porsj@eeieFusarium pero estas practicas agricolas no
siempre se reconocen como eficientes.

Dispersidn del viento

Humedad

Enrique Fimiente
de col]\idias

Rastrojos i

Rastrajos ;' o
de maiz

12 ario de maiz

Figura 6. Enriquecimiento del suelo en conidias ™ de Fusarium. En resumen, en el primer afo, esporas de
hongos transportadas por el viento colonizan alguna s plantas. Entonces, los hongos producen esporas de
conidias y su liberacion hace que colonicen otras p lantas y se asienten en el suelo. Después de la cos  echa,
los rastrojos del maiz se depositan sobre el suelo de forma activa colonizados por hongos, lo que aume nta

la contaminacién de conidias en la tierra. En el seg  undo afio, las plantas estaran mas contaminadas y
comunicaran mas conidias con el medio ambiente. Un ciclo iniciado por lo tanto, que persiste mientras los
rastrojos del maiz estén plantados en el campo.

9 Unasca o asco (del latin ascus, asci en plural) eslidecéexual productora de esporas de los hongasa®nicetos
2 n6cula Didspora de los hongos que forman simbiosis nhistica con las raices de las plantas
™ Una conidia es una espora asexual inmovil fornttigatamente a partir de una hifa o célula conieliégo esporégena.
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En un estudio de 4 afios, Schaafsma et al. (20GBnab que la plantacion de un cultivo distinto @l d
trigo, 2 aflos anteriores a la plantacién de unveulle trigo disminuy6 significativamente el niwd

DON en grano de trigo en un afio de cada cuatr@résencia de residuos de maiz parece ser un factor
importante que contribuye a la contaminacion poMNDGin embargo, no hay pruebas de que el cultivo
de trigo siguiente a otro cultivo del mismo cerszd un riesgo mayor que el cultivo de trigo desplgés

un cultivo sin cereales, ya que algunas especiggy@aas dd-usarium aisladas a partir de cereales
también pueden derivar patégenos hacia los cultoyes no son de cereales. La incidenciaFde
avenaceungue es la especie #esariummas comiunmente aislada de espigas de trigo idizstde FHB

en Saskatchevan (Canada), fue menor en crecimintal en comparacion con trigo cultivado en los
campos solo en afios alternados.

4.1.2. Siembra

Son varias las técnicas utilizadas para trabajtietea. Una de ellas es el arado, donde la pagergr

de 10-30 cm de conidios en la tierra se invieryela, otra usa la siembra minima, donde se mezelan |
restos de cultivos con 10-20 cm de suelo. En lai¢cdade siembra directa, las semillas se introdecen
los rastrojos de cultivos anteriores con cambigselteptibles de la estructura del suelo. La elioidrg
incineracion o enterramiento de los residuos deatws podrian reducir indculos Besariumpara el
siguiente cultivo. Varios estudios demostraron lgusiembra minima en lugar del arado resulté en un
aumento de 10 veces el contenido de DON en la bassiguiente al trigo. De la misma manera, la
siembra mas profunda tenia la menor concentra@&sgecié-usariumen el suelo. Se demostrd que la
siembra directa siguiente al trigo o a los rasg@el maiz aumento los niveles de DON en comparacio
con la siembra, pero el efecto del cultivo de cimsicen la tierra desaparecié cuando el cultivoranrte
fue soja. La técnica de cultivo afecté al conterddterior a la produccién de micotoxinas de lotofss

del maiz del cultivo siguiente al de trigo.

Tanto el arado como el doble de potencia desgaiagdd cm de profundidad), redujeron la infeccién d
Fusariumdel trigo, mientras que la siembra directa produjaalto contenido de micotoxinas en granos
de trigo.

4.1.3. Fertilizantes del suelo

Los fertilizantes pueden afectar a la contaminapidnla especi€&usariumde los cultivos mediante la
alteracion de la tasa en descomposicion de residigtgando en la tasa de crecimiento de las playtas
cambiando la estructura del suelo y su actividacrabiana. El suministro de nitrégeno resulté en una
mayor incidencia en granos infectados posarium.Menores sintomas de contaminacion se observaron
cuando la urea fue utilizada en lugar en nitratcaa®nio. La cianamida de calcio comparada con el
nitrato calcico de amonio redujo entre un 31 y @f63a incidencia déusariumen trigo, pero no se
observéd ningun efecto significativo en el niveloadataminacion por DON.

4.1.4. Fecha de siembra

La contaminacidn pdfusariumen los rastrojos del maiz depende de la suscligaidbide la variedad a la
infeccion y la aparicién de condiciones ambientdita®rables para la infeccion. La contaminacion es
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mas probable cuando la etapa de cosecha de laiflorae produce en el momento de su liberacion de
esporas. Desde el momento de los hechos un fast@ivb para la infeccion, cualquier cambio en éech
de siembra o en la maduracioén de la variedad pafedear significativamente la infeccion de hongda y
contaminacion por micotoxinas. En los rastrojosrdelz, las fechas de siembra tempranas en las zonas
templadas a menudo resultan un nivel de contandinacés bajo, pero los cambios anuales del tiempo
pueden impugnar esta ventaja potencial. Paragd ffila cebada, lo mejor es evitar la siembra de
variedades que maduran tarde en la estacion dengzato. Las variedades de invierno se desarrgllan
maduran antes que las variedades de primavera lp ganto tienen un menor riesgo de infeccion por
Fusarium

4.1.5. El enfoque transgénico de resistencia de lplsintas

La mejora genética puede ser considerada comojta swucion para el control dausariumen cultivos
susceptibles. Las lineas producidas ofrecen buemistencia a las especkassariumpero la calidad y las
propiedades agronomas fueron afectadas negativamAlgunas variedades actuales ya disponibles
proporcionan mas resistenciaFaisarium que otras. Loci de rasgos cuantitativos (Qtlgara la
resistencia @&usariumse han identificado en el trigo. A menudo son cidentes con los genes que
controlan las caracteristicas morfologicas de lastps.

La resistencia genética a la fusariosis de la aspinsta de dos componentes: la resistencia a la
penetracion inicial de hifas (tipo 1) y la resistena la difusion en el tejido del huésped (Tipo Il

Las proteinas que actlan contra las espdaisarium pueden existir y si se identifican podrian ser
utilizadas con un enfoque transgénico para limilariesgo de infeccion por hongos. La ingenieria
genética utilizada para reducir el riesgo de miiots tiene tres métodos: aumentar la resistericia a
atague de insectos, aumentar la resistencia deaplana infeccidn, e inducir procesos de desinsmidn

0 procesos que inhiben la produccién de micotoxerafos granos. El maiz transgénico que expresa la
toxina Bt dirigido al taladro del maiz europeo esajemplo del primer método, pero no soluciona la
entrada de otros insectos que transporten hongogua el maiz Bt reduce los niveles de fumonisamas
los granos. A pesar de que nunca se ha hechoreaizl una sobre-expresion de proteinas especificas
metabolitos antifingicos o la mejora de los siseedwdefensa de la planta pueden ser considerads e
segundo método. La prevencion de la biosintesimidetoxinas o detoxificacion de micotoxinas en las
plantaciones es otro método muy interesante yblactiPor ejemplo, las enzimas capaces de degrasiar |
fumonisinas han sido aisladas de hongos y bactguiasrecen en los tejidos del tallo y el granondéz,

y la clonacion de los genes correspondientes esocur

4.1.6. Control quimico de la infeccién por Fusarium

Muchos productos quimicos han sido probados cesfacie$usariumya sea in vitro, en invernadero o
bajo condiciones de campo. Para ser eficaces, fsigidas deben ser totalmente letales a especies
Fusarium Los fungicidas triazoles, metconazol y tebucohapm eficaces contra especiggsarium
Reducen de manera significativa tanto la contandnaEHB como la de DON. Por el contrario, los
fungicidas azoxistrobina y estrobilurinas, que ant@ontraMicrodochium nivale, resultaron en una

2 QTL: Quantitative Trait Logi los loci son losresponsables de los caracteres cuantitativos. Un &gTuna region o fragmento de un
cromosoma que explica un porcentaje de la variaditava de un caracter productivo.
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reduccion de FHB pero el nivel de contaminacion P@N en ocasiones aumentd. La Azoxistrobina
parece no tener efecto directo sobre la produa#dDON pero podria aumentar el nivel de infeccidn p
Fusariummediante la eliminacién de otros microorganismasetitivos situados en el entorno de la
espiga. En un ensayo llevado a cabo en el nortikatie con tres fungicidas comerciales diferentes,
Haidukowsky et al., (2005) observaron que proclgitagamente con ciproconazol y una mezcla de
tebuconazol més azoxistrobina redujeron signifigatiente la gravedad la enfermedad de FHB (25% vy
de 77%, respectivamente) y de contenido de DON (82% 89%, respectivamente) en los granos de
cinco cultivos diferentes de trigo blando y durcetréiconazol mostré6 una eficacia mas baja en
comparacion con los otros tratamientos.

Los fungicidas también se han probado en micofitelasuelo para reducir el tamafio de los patégenos
transmitidos por la tierra. Sin embargo, el posibiacto negativo de los fungicidas en la biomasa
microbiana de saprofitos del suelo y de contaméradie las aguas subterraneas con residuos quimicos
son serias limitaciones de dichas aplicaciones.blémmha sido recomendado quemar los desechos de
cultivos antes de la siembra para prevenir la gifecporFusarium

Muchos aceites esenciales de plantas aromaticasid@mprobados por sus propiedades antibacterianas
antifangicas y algunos en particular por sus efedontra las especidausariumy sus micotoxinas
asociadas. El efecto natural de proteccién dededes esenciales contra patdgenos de las plamtate p
ser aprovechado para el control de infeccione$ipogos en la planta de y en su asociada produdeion
micotoxinas, pero se deben realizar mas estudioa pkentificar los componentes de los aceites
esenciales con actividad moduladora sobre el crestm y la produccién de toxinas de especies
Fusarium

4.1.7. El control biolégico de la infeccion por Fusium

Dado que el control quimico de la infeccién por dusy la contaminacién por micotoxinas es sélo
parcialmente eficaz, existe una posibilidad parecaitrol biolégico de participar en la estrategia
integrada de la lucha contra toxigénicos de espdaisarium.Los antagonistas microbianos o los
competidores pueden ser rociados sobre las plentds etapa de floracion para erradicar o limitar e
crecimiento de los productores de la toxina.

4.1.8. Control de insectos

Los insectos estan implicados en la infeccibnfwariumen las plantas a través de dos mecanismos: el
primero pone en peligro la proteccion exterior dengs y tejidos de la planta, permitiendo asi @se |
hifas de los hongos penetren y tengan accesorautasntes y en el segundo mecanismo los inseetos s
llevan consigo las esporas de los hongos. Poreessta llevando a cabo el uso de cereales modificad
genéticamente, que son resistentes a los ins@eta@sreducir el nivel de infeccion, aunque los ltagdos
preliminares no son del todo significativos. Loanggénicos hibridos de maiz Bt disminuyeron
significativamente la pudricion de las espigas Flesarium y la consiguiente contaminacion de
fumonisinas, mientras que (Schaafsma et al, 20@2)escubierto que el gen Bt, s6lo tuvo un efeste |

en la pudricién de la mazorca de Gibberella y Istgrdor contaminacién por DON. Las diferenciasan |
eficiencia del maiz Bt pueden ser explicadas patidade la infeccidn. La pudricion de la mazorca po
patogenog-usarium que infectan a través de los dafios fisicos cagspor los insectos en los granos,
son mas susceptibles a la toxina producidas poraét Bt de la pudricion de la mazorca de patégenos
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Gibberella, que infectan principalmente a travétadeta de la seda. Por el momento, no hay prugbas
que los cereales transgénicos sean mas segurosspatto al contenido de micotoxinas.

4.1.9. Control de malezas

Las malas hierbas pueden albergar una amplia gareapkcies déusarium y esto explica por qué una
alta densidad de las malezas tiende a incremdntantagio en los cultivos de trigo. Sin embardas®

de glifosato para eliminar las malas hierbas haodémmdo que aumenta la FHB en el trigo y también
sirve para extender la contaminacion por el suebp tyavés de las raices, asi como la densidad de
propagulo¥’, probablemente por el aumento de la cantidadsidues vegetales en los suelos.

4.1.10. La agricultura ecoldgica

Debido a que la agricultura organica no utilizatipetas quimicos, por lo general se especula gse lo
productos ecoldgicos tienen mas riesgo que losezwiwnales en relacion con micotoxinas. De heeho, |
comparacion de los dos sistemas de cultivo no peopm una respuesta clara, ya que la infeccion
fungica y la formacion de micotoxinas en los alitosrdepende de una multitud de factores tal como se
refiere anteriormente. Segun los multiples estuddatizados tanto la incidencia y el contenido pdin

de DON en los alimentos de base de cereales fumemores en comparacion con la produccién de
cultivos organicos convencionales. Sin embargadéss posteriores indicaron niveles muy elevados de
DON detectados en trigo organico. Se observo gB& €ontaminé mas muestras de alimentos
convencionales (0,31) que los organicos (0,20).magores concentraciones promedio se obtuvieron en
los productos convencionales de DON y FB1 y enymtus ecoldgicos para FBR. culmorumasociado

a la plaga de plantulas, la pudricién de raice#i3,Hue mas abundante en los suelos de los cultivos
organicos que en los suelos de los cultivos corgeates.

4.1.11. Modelizacion del riesgo de micotoxinas ehterreno

Se han desarrollado modelos de integracion de efgde estos parametros de campo para evaluar el
riesgo de contaminacion por micotoxinas de losateseantes de la cosecha, sobre todo en los Estados
Unidos y Canada y Ontario. Por ejemplo, se hanrdekalo modelos de simulacion matemética de la
aparicion de pudriciones de mazorca después deotallacion con diferentes especiesFiesarium.
Estos modelos se utilizan para proporcionar alemaprana para un nivel de riesgo inaceptable de
micotoxinas. Los modelos estocésticos, incluyemdorinacion del tiempo a largo plazo y los datos
histéricos sobre la presencia de micotoxinas desi@@ente paso.

13 os propagulos son una modalidad de reproducciérual en vegetales, por la que se obtienen nydsmaias y 6rganos individualizados.
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4.2. Lacosechay el control posterior a la cosecha de las micotoxinas

4.2.1. Estado fisiolégico de las plantas

El momento de la cosecha puede tener consecuepaiasel nivel definitivo de contaminacion de
micotoxinas. En general, los resultados antes declaleccion presentan una muy baja concentra@én d
micotoxinas. El riesgo de contaminacién por fumioigis puede comenzar muy temprano, durante el
desarrollo de la espiga y aumenta la producciotoda el desarrollo y la maduracion fisiologica de |
mazorca de maiz infestado. Los mayores nivelesBdedeé produjeron en granos de maiz en la fase de
mella, y los niveles mas bajos en los granos efada de ampolla (Warfield y Gilchrist, 1999). La
produccion de FB1 pdt. verticilloidesen granos de maiz puede continuar después dedala antes
del secado, especialmente durante el periodo @énmeenamiento de granos cosechados y humedos.

4.2.2. Ajuste de la cosechadora

Como consecuencia de la existencia omnipresentasdesporas deusariumen el suelo, la altura de
corte de la maquina cosechadora seréa un factorriemge para reducir el contacto del suelo con los
granos sanos. La velocidad del ventilador de lecwadora también debe ser resuelta para optimizar u
paso de la primera limpieza directamente en eémerr Los granos dafiados fisicamente por lo tanto,
pueden ser eliminados, lo que limita el riesgo detaminacion. Plantas en mal estado debido a las
enfermedades de podredumbre del tallo no deberassrchadas, especialmente si estan mojadas y
sobretodo si los signos de germinacion son visibles

4.2.3. Nivel de humedad antes y durante el almacemé&nto

La cantidad de contenido total de agua o agua disi@i4 es el principal factor limitante para el
crecimiento de hongos. Para un metabolismo actevdiahgos se requierg, auperior a 0,65. Una
humedad o unos niveles totales de contenido de syperiores a 150g/kg en los cereales suelen ser
necesarios para mantener vivos los hongos, aungstere grandes discrepancias entre los diferentes
hongos. La especiaspergillusque es el hongo menos exigente, puede crecerekesibajos de agua
(13,5 a 18%), mientras que la espdeisariumnecesita entre 170-190g humedad / kg de sustraso.
concentraciones de DON aumentan de forma signife&cabn la presencia de esporag-deariumsi el

nivel de humedad excede de 170-200g de agua/ Kiy%a® Un factor de 10 o mas puede llegar en
periodos de tiempo tan cortos de almacenamienfosgenanas.

La humedad atmosférica puede variar mucho enttecé@ de la mafiana y la tarde soleada e influiglen
contenido de agua de los granos. Esto significaefitiempo de la cosecha durante el dia es ottorfac
esencial para la evolucion de las especiesuariumen los cereales en el periodo posterior a la
recoleccion. En el caso de nivel de humedad masqakt el nivel "seguro" por debajo de 140g/kg en la
fase post-recoleccion, el secado es un paso abswuate necesario antes de la etapa de almacenamient
Como resultado de su estabilidad quimica, ningwduacion de los tricotecenos, fumonisinas vy
zearalenona se produce durante una operacion ndensgcado.

14 parte activa del contenido de agua en comparaciérel contenido total de agua que incluye el §elano disponible”.

16



En un estudio se control6 cada dos meses el eflectibs contenidos de humedad, 110 y 140g/kg, en
micoflora y la contaminacion de la toxina en 36 sttees de maiz durante un periodo de almacenamiento
de 12 meses. Las fumonisinas y demas espEagriumse detectaron en todo el maiz recién cosechado
y su contenido no cambid en el maiz que llevabmég&es almacenado. En definitiva, la importancia del
contenido de humedad en la fase de recolecciém $grado de los cultivos determina el hongo firel y
nivel de fumonisinas en el maiz.

4.2.4. Latemperatura durante el almacenamiento

Ademas de la humedad, la temperatura predominamgat® el almacenamiento tendra un efecto en el
crecimiento de hongos y la actividad de hongosadianulacién de granos en un silo inmoviliza grandes
volumenes “muertos” de aire, lo que provoca un haiskante térmico. La temperatura en el centro del
silo se mantiene préxima a la temperatura de recidle, mientras que los granos de cereales enatonta
con las paredes del silo se enfrian mas rapidanceiatedo la temperatura exterior disminuye durahte e
otofio. Las manchas de humedad pueden apareces emnidiciones de microclima en el silo y favorecer
el crecimiento de hongos. Como resultado de lasidatles fungicas, la temperatura dentro del terren
contaminado se elevara rapidamente y registradierésmperatura distribuidos a diferentes alturaslen
silo es una forma eficaz para detectar cualquigividad microbiana. Asi que, es necesaria la
combinacion de operaciones de refrigeracion y seaadciadas a los sistemas de ventilacion pararevit
el empeoramiento de la contaminacién durante eh@mamiento. Ademas, la rotacién de los granos de
almacenamiento prolongado puede reducir la preselecmanchas de humedad en el interior del silo.

4.2.5. Medidas cautelares para las practicas de dlage

Las plantas deben ser cosechadas a la humeda®-d®@&&'kg para el adecuado ensilaje y 500-5509/kg
para el embalado. El ensilaje debe ser prensadlsilpalebe sellarse completamente para presesgar |
condiciones anaerobias.

Todos los aditivos bioldgicos y / 0 quimicos quenantan y disminuyen el pH de fermentacion en el sil
pueden utilizarse para reducir el crecimiento dagbo Aquellos que tienen un efecto antimicético
pueden ser afiadidos a la superficie externa cusadorone el silo.

4.2.6. Tratamiento fisico de los granos contaminado

4.2.6.1. Clasificacion

Los granos de maiz quebrados por lo general camtiaiveles 10 veces mayores de fumonisinas que los
granos de maiz intactos. Minimizar o evitar el eoido de material con esporas limpiando la superfic
externa de los granos y eliminar los granos dafifidicemente es, pues, una manera complementaria
para reducir la infeccibn de los granos sanos perdontaminados. Esta forma de prevencion es
particularmente eficaz con respecto a espdaisariumy las micotoxinas asociadas. La eliminacion de
los granos dafiados por la segregacidon de denssdabemanera eficaz para disminuir el DON y ZEN en
el maiz y el trigo. La asociacion de recogida aaonalas técnicas de la densidad de la segrega@éond
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como resultado una disminucién del 70-90% de lamhisinas. Ademas, la combinacién de técnicas de
lavado y flotacion han sido eficaces contra ladiodd de DON y de ZEN del maiz de alimentacion para
cerdos. Una disminucion del 60% de FB1 y FB2 seuvabtcuando las técnicas de deteccion y
clasificacion de la gravedad se aplicaron al grdeanaiz descargado de un silo de almacenamiento
(Malone et al., 1998).

4.2.6.2. Lavado

El lavado de los granos con agua del grifo a presigduce significativamente el contenido de
micotoxinas en la contaminacion de hongoss de rigste tratamiento se puede aplicar en alimentos y
piensos antes de la molienda humeda o fermentdei@anol, de lo contrario el coste del secadougs m
elevado.

4.2.6.3. Descascarillado

Las micotoxinas estan generalmente ubicadas enatzién de salvado del grano. Por lo tanto, la
eliminacion de la parte externa del nucleo en wtagcarillador induce una reduccion del 34% de los
niveles de DON y ZEN. La eficacia del proceso dscdscarillado depende de la penetracién de los
hongos en el nucleo.

426.4. Tratamiento térmico

La mayoria de las micotoxinas se consideran establealor. No obstante, FB1 sigue una cinética de
descomposiciéon de primer orden con un aumento @ébevke la temperatura. Varios experimentos
realizados en los alimentos contaminados confirmi@osible pérdida parcial de las fumonisinad\ ZE

y moniliformina durante el proceso industrial goneliye su calentamiento. Las pérdidas de contetedo
FB1y FB2 superan el 70% en la harina de maiz ogntado a nivel de 2,5 mg / kg después de calentar a
190 ° C durante 60 minutos y llegé a 100% cuandecadenté a 220 °© C durante 25 min (Scott y
Lawrence, 1994). Los mismos autores informaronredaccion aproximada del 60% en las fumonisinas
cuando los bollos de maiz se cuecen al horno & 22@urante 25 min.

Sin embargo, el destino quimico de fumonisinas W28 los alimentos horneados, fritos o extruidos no
se entiende bien. Una degradacion real del las fdisimas o ZEN durante el calentamiento es
cuestionable. La disminucion observada en estastoxinas puede ser debido a una interaccion con la
matriz del alimento que resulta dificil de analizzat union de las micotoxinas con alimentos y pens
componentes de la matriz, como las proteinas caaesipodria reducir su biodisponibilidad en elttrac
gastrointestinal, al explicar la inactivacion patde su toxicidad biolégica potencial.

4.2.6.5. Molienda de granos

La molienda no tiene ningun efecto directo sobreoetenido de micotoxinas en los granos, pero cambi
la distribucion de la toxina entre las diferentes¢iones. La molienda himeda de maiz esta casidid
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ZEN, fumonisinas, DON y NIV. DON y NIV, que sonatiente solubles en agua, son cuantitativamente
recuperados en el agua escarpada. ZEN o las fuimasisque son insolubles, se encuentran
principalmente en la fraccion solida hecha de garrfilera y gluten. En la comercializacion de pradsc
alimenticios de molienda seca, la distribucion de micotoxinas entre las fracciones de molienda
depende en la penetracion de hongos en el endaspeamlo tanto, la molienda de cereales con reel
contaminacion en la superficie de micotoxinas sé@s bmjos en la harina y el nivel de contaminacgn e
mayor en el germen y el salvado. Las fumonisimasreuentran generalmente en los subproductos del
proceso que se utiliza como alimento para animales.

4.2.6.6. Irradiacion

La radiacion gamma ha sido probada para reducoreknido de esporas de la contaminacion por hongos
de las semillas, los alimentos o piensos o pareadag micotoxinas ya formadas. La radiacibn gamma a
una dosis de 5kGray inactiva el crecimiento de @sp&usariumy la formacion de micotoxinas en las
semillas. La irradiacion por haz de electrones=dsariuminfectados apenas reduce la infeccion por
hongos a dosis superiores a 4kGray. Las dosis @talOkGray) disminuyen significativamente la
capacidad de germinacion de semillas. Sin embé&gadiacion UV no tuvo efecto en fusaproliferinau
micotoxina producida por algunas especiesFdearium fitopatdgenas. La misma ineficacia de la
radiacion UV se ha observado en roquefortine Csearte en el queso azul. Por lo tanto, la irradiacio
puede utilizarse para eliminar el contenido dedat@minacion de esporas de hongos, pero no para la
limpieza de alimentos ya contaminados con micofin

4.2.7. Tratamiento quimico de los granos contaminaxs

El proceso de amonificacién, utilizando hidréxidemamonio o amoniaco gaseoso es reconocido como un
procedimiento eficaz para reducir las aflatoxinasamentos para animales. Cuando se aplica al maiz
contaminado con fumonisinas, la amonificacién digah dias a 50 ° C y bajo presion atmosférica
disminuye el contenido de FB1 de 30 a 45%. La nial&zacion, que es el proceso de descomposicidon
del pericarpio del maiz por remojo de los granosgumea con Ca(OH)no es realmente eficaz ya que
produce un contenido de FB1 hidrolizado que esctdxia combinacion de tratamiento térmico con
NaHCGQG; y H,O, sblo o con Ca(OH)resulta un 100% de reduccion de contenido de ABneiz
contaminado (100 mg / kg). El tratamiento de mait@minado (4,4 mg / kg) con soluciones de bigulfit
de sodio a 80 ° C durante 18 horas puede cone¢@85% de DON en DON conjugado sulfonato que no
es toxico para los cerdos. Otros tratamientos auisncon acido clorhidrico, peréxido de hidrégeno,
hipoclorito de sodio, acido ascérbico y carbonaauhonio, no han demostrado ninguna eficacia contra
el DON. La concentracion de 0zono se ha utilizaal@a plegradar y detoxificar micotoxinas in vitrorge

la toxicidad de los productos generados no hawidlbada.
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4.2.7.1. La reaccion de las fumonisinas con azigegductores

El grupo amina primario en la molécula de FB1 eegponsable de su toxicidad. La transformacién de
FB1 en un aductd de FB1-azucar reducido a través de un reacciéanzonatica (65 °C durante 48
horas) reduce significativamente la toxicidad dd B cultivos de tejido celular, en ratones, easat
cerdos. Los productos de FB1-de azucares reducterearacterizaron como N-(carboximetil) FB1, N-
(1-desoxi-D-Fructos-1-il) FB1, N-metil-FB1, N - (tiyoxyacetonyl) FB1, y N-(2-hidroxi-2-carboxietil)
FB1.

4.2.8. Tratamientos bioldgicos

4.2.8.1. Biotransformacion de tricotecenos, ocratax y zearalenona.

La biotransformacion de tricotecenos (deoxynivalgtoxina T-2, diacetoxyscirpenol, etc.), ocrataxin
zearalenona consiste en la transformacion de caaae las micotoxinas a un metabolito no-téxico por
medio de enzimas especificas. Hasta ahora a nivedliad solo hay dos microorganismos patentados que
tienen la capacidad de biotransformar micotoxisgeeificas en el tracto intestinal de los animdtesel

afo 1997 en los laboratorios de Biomin se aisléaama bacteriana del rumen de bovinos, que més tard
se denoming, Eubacterium BBSH 797 y que producemaiszespecificas, llamadas de-epoxidasas, que
cambian la estructura principal toxica de los tecenos, el anillo epoxido, a un metabolito nogoxi
(figura 7). En el caso del DON, el metabolito sari& de-epoxy-deoxynivalenol (DOM-1). Como todas
las micotoxinas del grupo de tricotecenos tieném asillo epoxido, todas son detoxificadas porBEB

797.

De-epoxidasa
producida por
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BBSH 7a7
— -
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Tricotecenos Metabolito De-epoxi no tdxico

Figura 7: Detoxificacién de tricotecenos (DON, DAS, T-2, etc.) a metabolitos no-téxicos en el tracto in  testinal
de los animales, por de-epoxidasas producidas por Eubacterium BBSH 797.

COOH O OH 0O @\j:h\ 0 OH O
0 —_— H, HO

H, * H
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Ocratoxina A Fenilalanina Ocratoxina a

Figura 8: Mecanismo de detoxificacion de OTA (separ  ando las uniones amidas) por Trichsporon
mycotoxinivorans (MTV). El metabolito ocratoxina o es 500 veces menos toxico que ocratoxina  A.

1% Un aducto es un producto AB formado por la uniitaata de dos moléculas Ay B, sin que se produzeambios estructurales.
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Después de un intenso proceso de seleccion, sgi@st@ levadura por sus excelentes propiedadeas par
biotransformar OTA y ZEN llamad@&richosporon mycotoxinivoran@TV) biotransforma la OTA a
ocratoxina alphdfigura 8) un metabolito que tiene 500 veces meaorigitlad que la OTA inicial. Esta
levadura también tiene la capacidad de biotransforAEN a un metabolito no-téxico, sin efectos
estrogénicos. Es importante que ademas de la ificpara detoxificar las micotoxinas, los
microorganismos seleccionados cumplan con alguegsisitos minimos con el fin de ser utilizados
como aditivo alimenticio para animales:

e Los microorganismos tienen que probar su eficatiexperimentos in vitro.

e Para cada especie donde seran utilizados, los alitdatformados tienen que ser atoxicos.
e La desactivacion enzimatica tiene que acontecédaamnte en el tracto digestivo.

e Los microorganismos utilizados tienen que ser gémamnte reconocidos como seguros.

e Los aditivos microbianos tienen que ser establgarde el almacenamiento, produccién del
alimento y durante los procesos fisiologicos interdel tracto gastrointestinal (pH acido) de los
animales.

Cuando se respetan estos requisitos minimos losoonganismos son la forma mas factible para
contrarrestar el espectro mas amplio de micotoxindtiizando el Eubacterium BBSH 797 y
Trichosporon mycotoxinivorangMTV) se puede detoxificar enzimaticamente 170 tricotes€BDON,
DAS, T-2, etc.) OTAy ZEN.

4.2.9. Tratamientos con adsorbentes

Muchos estudios se han llevado a cabo durantdtiosog 15 afios sobre aglutinantes inorganicos g, ma
recientemente, sobre aglutinantes organicos. Seéenoud recomendar cuando todas las normas de
prevencion fracasaron y, en consecuencia, los wdmies sospecharon que alimentos estaban
contaminados con micotoxinas. Sin embargo, debel@s@ que, en Europa, estos aditivos no estan
autorizados en la actualidad.

Los adsorbentes utilizados en la actualidad padetexificacion de alimentos son basicamente ds: |
arcillas y el carbén activado.

4.2.9.1. Arcillas

El uso de arcillas para solucionar la contaminaa@@nalimentos (especialmente en piensos) es una
medida ineficaz contra las micotoxinas, a excepd@émas aflatoxinas, como veremos a continuacion, y
ademas este tipo de adsorbentes sugieren unasepi®blematicas tanto para la salud de las mascota
como para el medio ambiente.

Las arcillas son adsorbentes naturales quimicancentpuestos de silicatos y aluminosilicatos. Inetuy
una amplia gama de productos tales como aluminagié hidratados de sodio calcio (HSCAS),
filosilicatos de los cuales la montmorillonita (magio hidratado HSCAS) es uno de los representantes
mas importantes, y la bentonita y la zeolita, qurearcillas especiales de origen volcénico.
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Se trata de material inorganico poroso que albengs de tetraedros de silicato, cada uno contpues
de una molécula de silice con una carga positideada por cuatro atomos de oxigeno con carga
negativa, que produce una estructura similar shojea

Las micotoxinas pueden ser adsorbidas en la egteugiorosa y ser atrapadas por cargas eléctricas
elementales. La tasa de adsorcion dependera dafitaynla carga de la toxina, con lo que se refidee
estructura de la arcilla. La mayoria de ellas hido seconocidas como aglutinantes eficaces de las
aflatoxinas cuando se afiade a una concentraci@f de kg (rango 5-20 g / kg) a la dieta. Sin ergbar

su eficacia contra fusariotoxinas como la ZEA flamonisinas y los tricotecenos es muy limitada & ca
nula.

La bentonita puede absorber toxina T-2, pero sielnde incorporacion en la dieta debe ser
aproximadamente 10 veces mas (100g/kg) que lotesiedicaces para las aflatoxinas. Como la mayoria
de las arcillas, filosilicatos como el caolin ydapiolita no son eficaces contra las micotoxinas, a
excepcion de las aflatoxinas.

Dentro de los inconvenientes de las arcillas emtoua la salud de los animales cabe destacar que la
bentonita, un ingrediente natural de la arcilla ggexpande en una masa dura cuando entra entoontac
con la humedad, es inhalada por los animales rainigieren el pienso y al llegar ésta a los pukson

se expande causando asma y otros problemas pukesonar

Por otra parte, cabe sefalar que las arcillas puettesorber micronutrientes y tener efectos neggtiv
sobre la biodisponibilidad de minerales y oligoetetos. Ademas, el riesgo de arcillas naturaleste e
contaminadas con dioxinas tiene que ser considetadoarcillas modificadas han sido preparadas por
intercambio de cationes con compuestos de alquileormara dar organoarcillas, que son muy eficaces
con la ZEN estrogénica. Las resinas sintéticasuc@nestructura laminar como colestiraminaresinas

de intercambio iénico como el estireno-divinilbemaeo la polivinilpirrolidona se han probado como
adsorbentes de micotoxinas en las fumonisinas o @&l su coste es un factor limitante para un uso
habitual.

El uso de arcillas, también causa una problematiedioambiental, ya que se producen por el método
destructivo de la mineria, afectando al paisajedyciendo los recursos naturales. Ademas la aycida
arena de silice no se pueden descomponer mag@itfye ya estan en su estado natural, no siendo, po
tanto, biodegradables.

429.2. Carbdén activado

El carb6n activado se fabrica a partir de divermastancias carbonosas de origen animal, vegetal o
mineral. Es muy poroso y su capacidad de adsomm#dne condicionada por los parametros fisico-
quimicos, la distribucion de tamafio de poro y lpesficie de adsorcion.. Por sus propiedades de
adsorcion, puede limitar la biodisponibilidad dg1a y de DON cuando se afiade a una concentraeién d
la dieta de 5-20g/kg. Frente a la ineficacia retatile los aglutinantes de arcilla para micotoxinas
exceptuando las aflatoxinas, se propusieron lagiaghtes naturales orgénicos.

A continuacion se resumen en una tabla, los difesemétodos de detoxificacion de fumonisinas,
explicados en los puntos anteriores y se muestienespectivos porcentajes de reduccion.

18 polimero usado para uso farmacéutico.
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Tabla 4. Métodos y porcentajes de reduccion de fumo

nisinas en alimentos.

Método Reduccion (%)
Método fisico:
Extraccion de maiz en envios a granel 26-70
Calentamiento de maiz humedo (190°C/60")* 80
Calentamiento de maiz seco (190°C/60’) o (220°C/25") 60-100
Hornear bollos de maiz (175°C/20%) o (200°C/20’) 16-27
Hornear pan de maiz (232°C/20’) 48
Extrusion de sémola de maiz (160°C) >50
15kGy dey—irradiacion en maiz 20
Adicién de adsorbentes (colestiramina) 85
Método quimico:
Adicion de amonio 79
Nixtamalizacion >50
Nixtamalizacion modificada (s6lo CaOH) con NaHCO3 + H20 100
Nixtamalizacion + altas temperaturas 79
Adicion de fructosa caliente (80°C/48h) 95
Adicién de D-glucosa caliente (65°C/48h) 95
Método biolégico:
Fermentacion con Exophiliala spinifer 20
Adicién de aceite de clavo (eugenol) >70
Adicién de compuestos fendlicos 94

*Entre paréntesis (temperatura/tiempo)

5. ADSORCION

5.1. Introduccién

La adsorcion es un proceso que implica la acumaade materia o la concentracion de sustancias en
una superficie o interfase. El proceso puede temgar en una interfase que separa dos fases, § esto
pueden ser, liquido-liquido, gas-liquido, gas-sdlidsolido-liquido.

La fase que adsorbe se llamadsorbente y la sustancia adsorbidadsorbato La adsorcién con
adsorbentes sdlidos tiene una gran importancial @medio ambiente, se utiliza en la eliminacién de
contaminantes de disoluciones o de vapores acutsss.adsorbentes mas utilizados son: carbon
activado, resinas de intercambio ionico, oxidosafimis, hidroxidos, carbonatos, alimina activada y
arenas.

En la adsorcion las moléculas estdn mezcladasromefoente a escala molecular y normalmente estan
localizadas a la superficie de los microporos dada sélida. En cambio, la absorcion es un proeess

cual las moléculas o los atomos de una fase imetp casi uniformemente con los de una otra fase,
dando lugar a una mezcla con esta segunda.
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ADSORCION ABSORCION

. %.\ Q%Q

Figura 9: Proceso de adsorcion y absorcién

El proceso de cambio i6nico supone un intercameiardh sustancia o ion por otra sobre la supedigie
solido.
El término sorcion incluye la adsorcion y la abgmreconjuntamente, siendo una expresion general par

un proceso en el cual un componente se mueve dasdase para acumularse en otra, principalmente en
los casos en que la segunda fase es sélida.

La principal distincion entre sorcion (adsorcioraelysorcion) (Figura 9) y cambio iénico es que las
ecuaciones que describen la sorcidon considerai€meata una especie quimica, de manera que la
distribucion del soluto entre la disolucion y elidd responde a una relacion simple, lineal o nas L
ecuaciones para el cambio iénico tienen en cuemtastlos iones que compiten por los lugares de
intercambio.

5.2. Tipos de adsorcion

5.2.1. Atraccion eléctrica entre el soluto y el adsbente.

La adsorcion por intercambio i6nico es un procesmiente el cual los iones de una sustancia se
concentran en una superficie como resultado deda@on electrostatica en los lugares cargadda de
superficie. Para dos absorbatos iénicos posiblegiaddad de otros factores, la carga del i6n éaotbr
determinante en la adsorcidén de intercambio. Raresi de igual carga, el tamafio molecular (radio de
solvatacién) determina el orden de preferencia lgaaasorcion.

5.2.2. Atraccién tipo Van der Waals.

La adsorcion de Van del Waals se debe a que lacmal@dsorbida no esta fija en un lugar especdico

la superficie, sino més bien esta libre de trastaddentro de la interfase. Esta adsorcion, enrgene
predomina a temperaturas bajas. Es rapida, relengsitiende a la formacion de multicapas, ocurre en
todos los solidos y en toda su superficie, tieneapselectividad. La adsorcion de la mayoria de las
sustancias organicas en el agua con carbon actdeadonsidera de naturaleza fisica.
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5.2.3. Atraccion de naturaleza quimica o quimisordn.

El adsorbato sufre una interaccién quimica comlsbebente. Las energias de adsorcion son elew@glas,
orden de las de un enlace quimico, debido a qadrbato forma unos enlaces fuertes localizados en
los centros activos del adsorbente. Esta adsortiéte estar favorecida a una temperatura elevada. E
lenta, Irreversible tiende a formar solo un capsoduida, ocurre en ciertos sdlidos y en determisado
puntos y tiene gran selectividad.

maléculas de agua —==
Con cardcter
dipolar

afraccion por
adsorcion

particulo de suelo
CON cangas superficiales

Figural0: Adsorcion fisica y adsorcién quimica resp ectivamente

No obstante, la mayoria de los fendbmenos de adsoson una combinacion de las tres formas de
adsorcion indicadas anteriormente.

5.3. Factores que influyen en la adsorcion

5.3.1. Concentracioén

La adsorcion depende de las concentraciones résgedel cation en el adsorbente y el liquido. Por
consiguiente, la superficie potencial variard emcfon de la concentracion de electrolito y del tgeo
carga de la superficie de las particulas (constanttependiente del pH). Para una superficie pH
dependiente, un incremento en la concentracionlelgrelito generara un descenso de potencial al
producirse un aumento de la distancia a la pagticul

5.3.2. Temperatura

La temperatura influye en la medida que las reaesae adsorcién son normalmente exotérmicas y por
tanto, el grado de adsorcion sera presumiblemertgomal disminuir la temperatura, aunque las
variaciones normales de temperatura soélo tienengiexg efectos sobre el proceso de adsorcion.

La fuerza de enlace con que los iones son retewidasorbidos en los lugares de cambio depende, asi
mismo, de otros factores, entre los cuales cabelog siguientes:

e Valencia y tamafio del ion
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» Densidad de carga

» Estructura y superficie especifica del materiaingercambio
» Concentracion relativa de los cationes presentes

» Contenido de agua en el sistema (efecto dilucion)

» Distribucién y porosidad del sélido

5.4. Mecanismo de adsorcion

El modelo de mecanismo de adsorcion sélido-ligsielalescribe mediante tres fases.

1. Transporte del soluto desde la fase liquidasaipeerficie exterior de la particula a través de la
capa limite que envuelve a la particula (resistemtd la pelicula externa o de difusion
externa).

2. Transporte del sélido dentro de la particulfuidn intraparticular o interna).

3. Adsorcion fisica o quimica del soluto encimdadsuperficie interna de la particula.

La velocidad del proceso depende de la etapa lmtque todas las fases se efectGan en serie. El
transporte intraparticular se puede realizar pbrs@hn porosa, por difusion superficial o por difus

combinada.
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Figurall: Esquema de los mecanismos de adsorcion de
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5.5. Isotermas de adsorcion

La capacidad de adsorcion esta definida en baae iadtermas de adsorcion en disolucién. La is@erm
de adsorcion es la relacion de dependencia, aeampetatura constante, de la cantidad de adsorbato
adsorbido por peso unitario de adsorbente con caspda concentracion del adsorbato en equilibrio.

Para determinar la capacidad de adsorcion de ferparimental se utiliza la ecuacion:

~ (G =Cr)v
B m (ec. 1)

Donde:

Ci: concentracion inicial de la solucion (my:

C:: concentracion después del proceso de adsorcigii‘fm
V: volumen de la solucion (1)

m: masa del adsorbente (g)

5.5.1. Isoterma de Langmuir:

El modelo de Langmuir ha sido originalmente dedlaclo para representar la quimiosorcion. Este
modelo estd basado en las interacciones soportsoho tiene en cuenta las agrupaciones molessilar
ni las variaciones de energia de interaccidén sebtecubrimiento.

La aplicacion de la isoterma de adsorcion de Lamgimplica tener en cuenta las siguientes hipotesis
* La adsorcion del soluto esta confinando en una oapemolecular.
» La energia de adsorcion es constante.

» La superficie es homogénea, es decir, la afinidgadadia lugar de enlace por las moléculas del
soluto es la misma.

* No se tienen en cuenta las interacciones entmadésculas adsorbidas.

» Las moléculas de soluto adsorbidas estan locakzadto significa,, que no se mueven sobre la
superficie.

La expresion matematica de la ecuacién de Langesui siguiente:

_ QmKL Ceq

1= 1 +K;Ceq (ec. 2)

Donde:
g: capacidad de intercambio en el equilibrio

Ceq concentracion de equilibrio del soluto en el iléigu
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gm: cantidad méxima de micotoxina por unidad de misalginato para formar una monocapa completa
en la superficie (mg-8. Representa la capacidad méaxima de adsorciéa sigplerficie del adsorbente

K.: es una constante relacionada con la afinidadgsisitios de unién con las micotoxinas

Se puede linealizar la ecuaciGg/q en funcion deC,,

Coq 1 1
= + Ceq
q dm KL dm (ec. 3)

La representacion grafica de estas expresionepearositira determinar los parametrqs y K... Por
ejemplo:

Ce/q

Gy

Figural2: representacion gréafica de la isoterma de Langmuir

5.5.2. Isoterma de Freundlich

La ecuacion de Freundlich es un caso especial gragegias superficiales heterogéneas en la que el
término energético, K, de la ecuacion de Langmaniavren funcion de la superficie cubierta, debido
estrictamente a variaciones de calor de adsorEigie. modelo empirico de adsorcion isotérmica ha sid
empleado por varios autores para describir el gade equilibrio en sus trabajos.

Para describir las relaciones de equilibrio se pugaicar esta isoterma siempre y cuando:

* No haya asociacion o disociacion de moléculas d=ssga ser adsorbidas a la superficie.

* No haya quimisorcion.
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Es decir, porque la isoterma de Freundlich seal@akl proceso de adsorcion tiene que ser puramente
fisico sin cambios de configuracién de las moléxela el estado adsorbido.

La ecuacion propuesta por Freundlich es:

1/n
q = KF CB‘Q (ec. 4)
Donde:
g: capacidad de intercambio en el equilibrio
Ceq concentracion de equilibrio del soluto en el idigu
Kg: constante. Es un indicador de la capacidad dareibs

n: constante adimensional. Indica el efecto defecentracion en la capacidad de adsorcion y repiese
la intensidad de adsorcion

La linealizacion y la representacion grafica dedaacion de Freundlidog g en funcion déog Ce, NOS
permitira determinar las constantésy n.

logg = log Ky (1/n)log Ceq (ec. 5)

1/m

Log Cyq

Figural3: representacion gréafica de la isoterma de Freundlich

La ordenada en el origen es una indicacion aprajanage la capacidad de adsorcion y la pendidrite,

de la intensidad de adsorcion. La ecuacion de Btetnconcuerda bastante bien con la ecuacion de
Langmuir para datos experimentales dentro de @nvalo de concentraciones moderado. No obstante, al
contrario de la ecuacion de Langmuir, para pequedasentraciones, no se obtiene una expresion linea
para la adsorcion.
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6. ADSORBENTE ALGINATO DE CALCIO

6.1. Introduccion

Las algas pardas son de la familia de las "feddlcgaconstituyen la materia prima principal en la
produccion de alginato, el cual es un componenta gared celular de tales organismos y se en@ientr
formando un complejo insoluble de acido alginice, sis sales célcica y magnésica, y de metales
alcalinos en varias proporciones.

Las algas pardas crecen en todas las regionesuds figas del mundo. Tal y como ocurre con lastptan

y arboles terrestres, entre ellas existe una envamedad de especies que varian en tamafio y fasna,
como en el porcentaje y calidad del alginato quelpcen. Los géneros y especies de algas pardas que
suscitan un mayor interés de aplicacion induss@a: Lessonia(Nigrescens, Flavicans, Trabeculata),
Macrocystis PyriferaDurvillea Antarticg Laminaria (Digitata, Saccharina y CloustonAscophyllum,
Fucus etc. Corresponden a organismos de grandes tan@iiagidas también como Macroalgas o Kelp,
gue alcanzan de 1 a 2,5 metros de longitud (espdeid¢os génerdsessonia, Laminariagetc.) y algunas

del géneroMacrocystisllegan a alcanzar hasta 8 metros o0 mas. Dichas aiwrinas, viven y crecen
constantemente en la zona costera inter y submhessh los 20 o 30 metros de profundidad. Son
organismos fotosintéticos que, sin embargo, nonesaédalogados como vegetales verdaderos y tienen
altas tasas de crecimiento y renovacion anual,u® lgs hace un recurso natural renovable de gran
importancia.

Figural4: fotografia de alga parda.

6.2. Estructura quimica

Los alginatos son las sales del &cido alginico,palisacarido lineal constituido por dos unidades
monomeéricas: el acid®d-D-manurdnico (M) y el acida -L-gulurénico (G). Estos se agrupan en bloques
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de secuencias MM, MG, unidos por enlaces glucassdic(1-4); y bloques GG, GM, unidos por enlaces
glucosidicos (1-4).

Las formulas clasicas de Haworth para los dos mengsnse muestran en la figura 15, mientras que la
figura 16 ilustra las llamadas “férmulas de sill@tie permiten ver en forma mas clara la orientacién
tridimensional de las moléculas:

o
dn COOH n
|
HO—C—H o H—C—oH o
HO—?—H OH HO H,O0H HO—(‘:—H — COOH H, OH
) — oH
H—(g'J—OH HO | H_é_OH HO HO
H—C—OH I OH-C—H
| \
C—OH Cc—on
\b \\()
B- D - Acido manurénico a- L - Acido gulurénico

Figura 15: Formulas clasicas de las dos unidades mo  noméricas del acido alginico

CH
CQOH o
HOO 0
H OH H
H
HO OH
H

B- D - Acido manurénico a- L - Acido gulurénico

Figura 16: Formulas en formas de silla del &cido al ~ ginico

La gran variedad de aplicaciones de estos prodweidsasa en la habilidad natural que poseen en el
control del comportamiento del agua, lo que ciaaihente se conoce como propiedad hidrocoloide, y e
su reactividad frente al calcio; ambas son consexaeale la geometria molecular. Ha sido demostrado
que la cadena polimérica que constituye el acigimiglo y sus sales se compone de tres tipos denegi

0 bloques: Los bloques G contienen solo unidadeivadias del acido L-gulurdnico, los M se basan
enteramente en acido D-manuronico y las regiones g consisten en unidades alternadas de ambos
acidos.

En las figuras 17 y 18 se muestran las configurees@spaciales que adoptan los bloques M y G dabido

los diferentes enlaces glucosidicos entre los carbdC-1 y C-4 de las unidades monoméricas. Las
regiones de bloques M corresponden a cadenasdmealientras que los bloques G presentan una
estructura en forma de bucle.
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Figura 17: Bloques MM
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Figura 18: Bloques GG
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Cuando dos cadenas de bloques G se alinean ladim adsulta un hueco en forma de diamante, el cual
tiene la dimension ideal para acomodar en su orten i6n calcio, formandose una estructura dinagric
Este modelo fue propuesto por Grant en 1973 ("exg#model"}’ para explicar las propiedades
gelificantes de los alginatos al reaccionar coassedlcicas. Segun los porcentajes de regionel®geads

G y M, que varian en las distintas especies desafgman las caracteristicas de los geles de tigirzor
ejemplo, el alginato obtenido deaminaria hyperborea con un alto porcentaje de segmentos
poligulurénicos forma geles rigidos, con baja ciget de union de agua y tendencia a la sinéfd3is

el contrario, el alginato de &t¢rocystis pyrifera o Ascophyllyforma geles elasticos, con baja tendencia
a la sinéresis y capacidad de sufrir deformacion.

Tabla 5: Porcentajes de acido manurénico y acido gul urénico, relaciones M/G y contenido de alginato par  a
varias especies comerciales de algas pardas

Contenido de alginato de sodi
Especie %M | %G | M:G
(%sobre algas secas)

Laminaria hyperborea 30 7(Q 0.45 25-27
Laminaria digitata 55 45 1.20 20-26
Macrocystis pyrifera 60 40 1.50 26
Ascophyllum nodosum 65 35 1.85 26-28
Lessonia nigrescens 60 40 1.50 35

Ecklonia maxima 55 45 1.20 40

7 Modelo “caja de huevos”.
18 pérdida de agua por proceso de exudacion dejgelproduce su contraccion.
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6.3. Propiedades

6.3.1. Estabilidad

Las sales de cationes monovalentes'[N&, NH,", (CHOH);NH’] del acido alginico y su éster de
propilenglicol son solubles en agua; no asi el@aidinico y la sal calcica. Las soluciones neutias
alginatos de baja a media viscosidad pueden seteridas a 25°C durante varios afios sin apreciable
pérdida de viscosidad y ademéas con muy baja sulsitiejaid al ataque microbiano.

Las soluciones de alginatos altamente polimerizadospoco estables a temperatura ambiente y tienen
tendencia a sufrir depolimerizacion a medida quesementa la temperatura.

En cuanto a la compatibilidad con otros compuestm®o las soluciones de alginatos contienen umanio
polisacéarido, pueden dar productos insolubles aktaese con ciertos cationes. Tales solucionestagsu
incompatibles con la mayoria de los cationes divalentes, con las sales de amonio cuaternaradass
generalmente como bactericidas, con acidos lo ienfemente fuertes como para producir la
precipitacion del acido alginico y con alcalis tesr los cuales producen una ruptura gradual de las
cadenas polisacéridas.

6.3.2. Solubilidad

Esta propiedad se ve afectada tanto por fact@ien$i como quimicos.

La cantidad de alginato que se disolverd en agidaliestada por la naturaleza fisica de las soles)
mAas que por la solubilidad del compuesto en singkmentarse la concentracion de alginato, lacgmhu
pasa de un estado de liquido viscoso a una pagesaspunto en el cual se vuelve muy dificil de
dispersar el alginato residual.

« Factores fisicos:La solubilizacién de los compuestos de alginatwvesefectada tanto por el
tamafio como por la forma de las particulas. Usuatknee prefiere un material basto, cuyas
particulas resultan mas faciles de dispersar yesugs, aunque tienen una baja velocidad de
hidratacion. Las particulas finas se disolveran rhpglamente, pero existe mayor riesgo de que
se aglomeren; este efecto puede disminuirse ditloyehalginato en presencia de otro polvo, por
ejemplo, azucar.

« Factores quimicos:La solubilizacion de estos productos en agua teeslificultosa si se realiza
en presencia de compuestos que compiten con lsg&colas de alginato por el agua necesaria
para su hidratacion. Asi, la presencia de azucatesdon o proteinas en el agua reducira la
proporcion de hidratacion y se requerirdn mayoi@®dos de mezcla. Las sales de cationes
monovalentes (como el NaCl) tienen un efecto sinal@oncentraciones cercanas al 0.5%. Lo
mejor es agregar todas estas sustancias despgése déalginato sea hidratado y disuelto.

La presencia de pequefias cantidades de cationgal@oles inhibe la hidratacién de los alginatos y
proporciones elevadas de los mismos causan supjpaetdn. El alginato sédico resulta de dificil
disolucién en aguas duras y leche debido a que saadoatienen iones calcio; éstos deben ser primero
secuestrados con un agente complejante, como mmnpkj hexametafosfato de sodio o acido
etilenediamino tetraacético (EDTA).
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Los alginatos en general son insolubles en solgamiscibles con el agua como pueden ser alcoholes y
cetonas. Las soluciones acuosas (1%) de la mayeti@s alginatos toleran la adicion de 10-20% tbsta
solventes; pero proporciones mayores impiden unada hidratacion de las moléculas.

6.3.3. Viscosidad

La viscosidad es la propiedad fundamental de lagismes de alginato y junto a su reactividad feeait
calcio, es la que genera las caracteristicas Udieaales compuestos como espesantes, estabitizante
gelificantes, etc.

A las concentraciones empleadas en la mayoriasdaplicaciones, las soluciones de alginato tiemen u
comportamiento pseudoplastico, es decir que lasidad decrece al aumentar el grado de cizallamient
(por agitacion o bombeo). Este efecto es reversibleepto a niveles de cizalla muy elevados, y & m
marcado en las soluciones de alginatos de alto pe$ecular y las de alginato sédico que contienen
iones calcio. Algunas de estas soluciones puedsseptar incluso un comportamiento tixotropico, len e
cual la viscosidad varia con el tiempo a una vdhtide agitacion constante.

» Peso molecular:cuanto mayor es el peso molecular (PM) del alginats viscosas resultan sus
soluciones. Los productores pueden controlar eld@Mos compuestos de alginato (grado de
polimerizacion) variando las condiciones de exticaty manufactura. Se ofrecen generalmente
productos con GP comprendidos entre 100 y 100Cades] que dan viscosidades en el rango de
10-1000 mPa.s (soluciones al 1%).

» Concentracion: los alginatos comerciales puede obtenerse enedifes grados de viscosidad
(alto, medio y bajo), la que puede controlarseavatd las concentraciones empleadas dentro de
un rango mas o0 menos estrecho

» pH: la viscosidad de las soluciones de alginato desxicasi independiente del pH en el rango
entre 5 y 10, presentando un valor ligeramente mesxca de la neutralidad (pH 6-8) debido a
efectos repulsivos de los grupos carboxilos cargasgativamente (COP los que mantienen
extendidas las cadenas del polimero e incrementaaacidad de unién de moléculas de agua.
Por debajo de pH 4,5 la viscosidad tiende a incnéange por la disminucion de la solubilidad del
acido alginico libre, el cual precipita en formag#é a un pH de 3-3,5.

» Temperatura: las soluciones de alginatos se comportan iguabtyes fluidos en la dependencia
de la viscosidad con la temperatura: dentro decciemgo, la viscosidad de tales soluciones
decrece aproximadamente 2,5% por cada grado deniecto en la temperatura. El proceso es
reversible, pudiendo la solucién volver a su vigtad inicial por enfriamiento. Sin embargo, si
las soluciones de alginatos se mantienen a tenupasaklevadas (50°C) durante periodos
extensos, la viscosidad decrece irreversiblemeatedd a un proceso de despolimerizacion;
comportamiento que debera tenerse muy en cuensatduel almacenamiento de los productos
obtenidos industrialmente

» Fuerza io6nica: la viscosidad de las soluciones de alginato déostecrece levemente por la
adicién de sales de cationes monovalentes. Comipeegente con otros polielectrolitos, el
polimero en solucidn tiende a contraerse al auménfaerza idnica de la misma. Este efecto se
hace maximo a concentraciones salinas cercandsh O,
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6.4. Produccion

La produccion de compuestos alginicos, entendieodw tales al acido alginico y sus sales de sodio,
calcio, magnesio, etc; presentan dos alternatigasahufactura que se diferencian principalmenten
intermediarios de reaccion; estos son:

* Proceso del alginato de calcio

* Proceso del acido alginico

SALES IMSOLUBLES DE CALCIO Y
MASGHESTIO DEL ACTID ALSTIMICO EM
ALSAS PARDAS

‘ Ml 0, fextraceion alealing)

ALSIMATO DE 50DI0 SOLUBLE MAS
RESIDUO IMSOLUELE DE ALGAS

l Filtracion

ALGTMATO DE S0BI0 EM SOLUCTIAN

cacl, ‘

FIERAS DE ALGIMNATO DE

e & &

CALCIO IMSOLUELE
HZl ‘ HCl
FIERAS DE ACTDO ALSTIMNICO ACIDO ALSIMNICO INSOLUEBLE
IMSOLUELE
Mafo, o MadH ‘ ‘ Ma,C0, o MadH
ALSIMATO DE S00IO ALSIMNATO DE 500IO
FROCESD DEL ALGINATO FROCESO DEL ACIDO
DE CALCIO ALEINICO

Figura 19: Produccion de alginato de sodio a partir del proceso del alginato de calcio y del acido algi  nico

El proceso del &cido alginico parece ser el de mayoplicidad pero presenta ciertas desventajas en
detalles de operacion:

« Cuando el &cido precipita, lo hace en forma demasa gelatinosa que resulta sumamente dificil
de separar, pudiendo producirse una considerabfigdpédel producto.

« El gel retiene en su estructura una elevada prapode liquido, lo que dificulta los procesos de
escurrido y deshidratacion, haciéndose necesariosel de alcohol como solvente para la
conversién a alginato sédico. Esto usualmente enea#l proceso, a menos que se logre un buen
grado de recuperacion del solvente, lo cual suelesultar facil.

El primer proceso, en cambio, presenta las sigeseventajas:

« La posibilidad de precipitar el alginato de caleio forma de fibras que pueden ser faciimente
separadas y blanqueadas.
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- Ese alginato célcico se convierte posteriormeréeido alginico que ain mantiene la estructura
fibrosa, permitiendo su separacion.

« Puede permitirse la presencia de restos de algtetoalcio en el producto final (alginato de
sodio), puesto que es una manera de controlastasidad de sus soluciones y sus propiedades
gelificantes.

6.5. Aplicaciones

La importancia de los alginatos como materia prpaea las industrias alimenticias, farmacéuticas y
guimicas en general, esta dada por su propiedaochidide; esto es, su capacidad de hidratarsgum a
caliente o fria para formar soluciones viscosaspeisiones o geles. Los alginatos son, de estaraane
Gnicos en cuanto a sus propiedades como espesastabjlizantes, gelificantes y formadores de
peliculas; resultando en una infinidad de aplicae$p que se detallan en la tabla siguiente.

Tabla 6: Aplicaciones industriales del alginato

Zumos de frutas, salsas, cremas, cerveza

Alimento para animales, gelatinas, relleno de anag

Fabricacion de quesos, helados, coberturas des feata
pasteleria

Jarabes, emulsiones, lociones, cremas

Desintegracion de tabletas, Control de irrigacionlcbga:

Polvos de impresion dental

Gomas de impresion , bafios de tinta

Sistemas reactivos de tinta, sistemas de dispedsidimta

Industria de papeles calco, sellado de conservas

Electrodos de soldadura

Barnices para ceramicas, pinturas cremosas
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6.6. Geles de calcio

El calcio es el i6n divalente de mayor empleo efiolmacion de geles de alginato debido a que das sa
son econémicas, de facil disponibilidad y no tégidaas mas usadas son el carbonato de calciotgulfa
cloruro, fosfato o tartrato.

Para obtener un gel de caracteristicas apropidmagnes calcio deben ser liberados lentamentia en
solucion del alginato; lo cual se logra empleanda sal de calcio de baja solubilidad, por ejemplo e
citrato de calcio.

Un método alternativo consiste en usar una sahftéocque sea practicamente insoluble en soluciones
neutras, pero que se disuelva a medida que bajd;als el caso del fosfato dicalcico. Este tipcaes

se emplea con el agregado de un acido de bajailgtddb(por ejemplo, &cido adipico) que gradualreent
baja el pH de la solucién, permitiendo la liberadi® los iones calcios y la formacién del gel.

El tiempo requerido para formar el gel puede setrotado por la solubilidad de las sales calcicas y
acidos empleados, el tamafio de las particulaseyriperatura de operacién. También resulta ventaloso
empleo de agentes secuestrantes o complejantequéopermiten retardar el proceso de gelificacion
retrasando la disponibilidad de iones calcio hagta el alginato estad completamente dispersado e
hidratado.

Figura 20: Egg box model

El modelo que explica la formacidon de los gelesaldgnato con sales calcicas se denomina "egg-box
model" y se basa en la formacion de una unidadriiméntre los iones calcio y las cadenas del mwbm

en forma de bucles (regiones de bloques GG). kkaasta tridimensional de las cadenas ricas erpacid
gulurénicos generan distancias entre los grupdsog#dos e hidroxilos que permiten un alto grado de
coordinacion de iones calcio, formandose la esiraanostrada en la figura 20. Gracias a esta ptagdie
se pueden fabricar las perlas de alginato de calcio
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6.6.1. Interaccion de la fumonisina con las perlade alginato calcico

La capacidad reactiva de los grupos hidroxilo hatlas de las micotoxinas interactian con los
adsorbentes hidratados. Estos grupos hidroxilo atados pueden proceder de las micotoxinas
propiamente o bien puede proceder de ciertos agistah hidratados (por ejemplo, los silicatos). &e e
caso se produce la interaccion a partir de losagiydroxilos hidratados del alginato

Este tipo de union, con enlace puentes de hidrogetre la fumonisina y el adsorbente (alginato de
calcio), se produce tal y como se describe endasestes figuras:

COOH COOH
OH0
H COOH
HO
OH---0
o OH OH
CH,
Hi
CHy 0 CHy OH NH=
0
HoOC
COOH
Alginato Fumonisina B;
Figura 21: Interaccién del alginato calcico con la FB1
COoH cooH
OH.0
H CO0OH
HO
OH- 0
] OH OH
EH;
HiC
CHs 1] CH; H NH-
0
HODG
CODH
Alginato Fumonisina B;

Figura 22: Interaccioén entre el alginato calcicoco nlaFB:
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En el caso de la adsorcion de la fumonisina utitiraperlas de alginato de calcio liofilizadas, eo s
consiguieron resultados favorables, debido a glieflazacién deshidrata el adsorbente, impidierasd
las uniones mediante puentes de hidrogeno, tipiedss productos hidratados.

7. LIOFILIZACION

7.1. Definicién

La liofilizacién es un proceso de deshidratacionpdeductos bajo baja presion (vacio) y temperatura
moderada. En la liofilizacion no ocurre la evap@aalel agua a partir del estado liquido - nornmal e
procesos de secados - sino la sublimacion del.higdo este motivo los productos deben permanecer
obligatoriamente solidificados (congelados) durahtgecado.

La liofilizacion es un conjunto de procesosa-solo el secade que consiguen que el material resultante
se presente seco, pero con todas las caractesig@gtgroducto original - forma, color, aroma, sapo
textura, que estaran preservados en el producto Eso diferencia y destaca el proceso de liofilina

de los otros utilizados en deshidrataciones.

Sublimacion

&

Fusion Evaporacion

> @ |

Solido Liquido Gas

Solidificacion Licuefacion

Condensacion

Figura 23: Esquema de los procesos implicados en la liofilizacion

7.1.1. Ventajas de la liofilizacion

La temperatura a la que es sometido el producta, s debajo de aquella a la que muchas sustancias
inestables sufren cambios quimicos.

Debido a la baja temperatura a la que se opegrtiida de los constituyentes volatiles, es minsea,
reduce el peligro de contaminacion microbiana \pleparados enzimaticos no sufren alteraciones.

Se eliminan los fendmenos de oxidacion, dado qupse y se envasa a alto vacio.

La gran porosidad del producto facilita con rapildezconstitucion por la adicion de agua o delesute
adecuado.
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Al ser despreciable la humedad residual, el pradymiede ser almacenado por tiempo ilimitado,
constituyendo productos de larga estabilidad.

Todas estas particularidades pueden resumirsenaresiabilidad 6ptima, una solubilidad facil, rapyd
completa; una conservacion ilimitada; una buengepoidn contra las influencias externas nocivasg u
rapida disponibilidad de uso.

7.1.2. Desventajas de la liofilizacién

Es un proceso costoso.
Necesidad de personal cualificado en la operacidantenimiento de los equipos.

Elevado coste de inversion de las instalacionapiipes.

7.2. Descripcion del proceso

Se realiza a temperaturas inferiores a la de §ichdion total, o sea, el producto debe estar daxgea
temperaturas entre 10 y 15 °C por debajo de sueenpa eutécticl para evitar la formacion de
codgulos de bD. Los pasos a seguir son:

» Congelacion inicial: es una operacion previa y obligatoria. El tiempoddracion depende de
varios factores como la cantidad, concentraciénatunaleza propia del producto. En lineas
generales podemos decir que una congelacion adeesdd base de que el producto liofilizado
presente éptimas condiciones de aspectos, congarvae sus propiedades originales y rapida
rehidratacién. La congelacién puede ser de dos gpduncion de la velocidad de congelacion:

- Lenta:
= Los cristales que se forman son mayores
» Estructura porosa mayor
= Menor resistencia al flujo del vapor de agua
= Menor duracién de la desecacion primaria

= Estructura menos resistente

= Cristales pequefios

» Estructura porosa mas fina

= Mayor resistencia al flujo del vapor de agua
» Mayor duracion de la desecacion primaria

= Estructura mas resistente

¥ En una mezcla de dos componentes, la temperattéetiea es la que determina un punto de fuside waporizacion minimo, inferior al
correspondiente a cada uno de los compuestosadogstiro.
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» Sublimacién o desecacion primariaes la etapa en la que la mayor parte del agua fiasa a
vapor. Los parametros temperatura, presion y tigoojgalen ser modificados independientemente
pero estan intimamente relacionados, no es posibtificarlos sin que se afecten los otros, por
lo que en todo momento deben ser consideradosrdanmente y analizados sus efectos.

» Desorcion o desecacidon secundariau mision es eliminar las dltimas trazas de valgoagua,
evaporando el agua no congelada ligada al prodSetdieva a cabo a una temperatura inferior a
la de desnaturalizacion del producto y se lograhumaedad final hasta valores infeiores al 1 %.

Tabla 7: descripcion del proceso

Velocidad , " ., L
de Numero y tamafio | Estructura del Desecaciol Desecacion
., de cristales material primaria secundaria
congelacion
S .(E)esorcién mas
Lenta Pocos y grandes Poros grandes Mas rapida lenta
Poros pequefios L .
- Numerosos y Peq . / , Desorcion mas
Rapida - mayor superficie| Mas lenta L
pequefios o rapida
especifica

7.3. Aplicaciones

Las aplicaciones de la liofilizacion son muy vaaadiestacando su uso en la industria farmacéutica y
alimentaria.

La primera aplicacion de la liofilizacion la redliR. Altman (1890), quien utilizé un sistema siméaa
liofilizacién para la preservacién de tejidos argsaB. W. Hammer (1911), comprobd la posibilidad d
preservar bacterias utilizando el método del dientmericano Shackell. L. A. Roger (1914), repat
uso del proceso de liofilizacion para preparar deancantidades de acido lactico; y en 1958 secaalic
sector alimentario enfocandose solamente a unasitnentos, como la leche, las sopas, los hué&vos,
levadura, los zumos de frutas o el café. Oscar QU¥65), aplico la liofilizacién a diferentes abmtos,
(carnes, frutos de mar, hortalizas, infusionesplNarado (1979), aplicé los principios de lioféicion
atmosférica (sin vacio), a diferentes variedadgsadigta.

La liofilizacién da lugar a productos alimenticide mas alta calidad que con cualquier método de
secado. El factor principal es la rigidez estruatgue se preserva en la sustancia congelada csando
verifica la sublimacion. Esto evita el colapso des$tructura porosa después del secado. Al afir a
posteriormente, el producto rehidratado retienmagor parte de su estructura original. La liofitia

de materiales bioldgicos y alimenticios tambiémdida ventaja de que conserva su sabor o0 aroma. Las
temperaturas bajas que se emplean reducen al miagneacciones de degradacién que casi siempre
ocurren en los procesos comunes de secado. Sirrgonteh secado por congelacion es una forma de
deshidratacion de alimentos bastante costosa, @ebid velocidad lenta de secado y a la necesidad d
usar vacio.
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Figura 24: tomate liofilizado

La mayor aplicacién de la liofilizacién esta encaimpo farmacéutico (comprimidos, tejidos, plasma,
sueros y otros productos bioldgicos), en la indagjuimica para preparar catalizadores, seguida del
secado de materiales organicos como madera, floreservacion de animales (taxidermia), presermacio
de documentos y libros antiguos y finalmente elstampo de los alimentos.

Figura 25: vacunas liofilizadas

Aplicaciones en la Industria Farmacéutica:
e Origen Humano: Plasma, hemoderivados, leche, d$edrneas
» Origen animal: Sueros, antigenos, enzimas
« Origen vegetal: Extractos, antibioticos, vitansina
* Microorganismos: Vacunas, bacilos lacticos, wokitipo
Otras Aplicaciones:
» Conservacion restos arqueoldégicos.
* Recuperacion archivos y documentos tras inundasiancendios...
» Conservacion flores, plantas...

» Conservacion de pequefios animales.
7.4. Partes generales de un liofilizador

En la figura 26 se ilustra un liofilizador tipiampn un condensador externo. Este tiene tres compesie
principales: la camara de secado, el condensadbsigtema de vacio. La funcién basica del licdidiar

es crear el entorno necesario para el procesofileécion. Esta seccion, en general, no se odigara
operacion de este equipo, sino del efecto que stigecomponentes en los secadores pueden tener sobre
el proceso.

42



Los equipos de pequeiia escala, tipo planta pilale taboratorio constan exactamente de las mismas
partes representadas en el esquema con la difergmeise han integrado todas estas en un solocoequip

Pared del cuarto

« " estéril Vilvula de vacio
Alimento Plat
/o producto U HOFCon
calefaccién .
f / 3 Indicaror de agua
Puertaf] < ” descongelada  BOmba
P | [ P4 / Condensador 7 / Aislada
: ﬁ E{ 1 de Hielo
X > |
e f >
v O !
' 0 4 Grupo
\,‘ de
! e Desagiie bombeo|
Sistema Calérico Grupo de de
refrigeracién vacio

Figura 26: Partes generales de un liofilizador

7.4.1. Camara del liofilizador
La camara del secador sirve al proceso de liofiimamediante las siguientes funciones:
* Proporcionando un entorno limpio y a veces dgtéra el proceso;

» Proporcionando las temperaturas y presiones agasgara congelar y secar el producto.

7.4.2. Condensador

La principal funcién del condensador es eliminay V@apores condensables antes de que entren en el
sistema de bombeo de vacio.

7.4.3. Sistema de vacio

El sistema de vacio, segun el esquema, esta cdoeatda camara del condensador y su funcion es
proporcionar las presiones necesarias para las thsesecado primario y secundario. Los dos rasgos
principales de un sistema de vacio que requierasideracion son la tuberia de comunicacién con el
condensador y la naturaleza de la bomba de vacio.
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8. TECNICA ELISA

8.1. Introducciéon

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent A3&ags una técnica inmunoenzimatica que forma parte de
aquellas reacciones seroldgicas que utilizan cawjog para poder visualizar la reaccimigeno-
anticuerpo. Se basa en el uso de anticuerpos negrcat una enzima (generalmente la peroxidasa), de
forma que los conjugados resultantes tengan aativianto inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno
de los componentes (antigeno o anticuerpo) indidalibs sobre la placa, la reaccion antigeno-
anticuerpo quedara inmovilizada y por tanto, po@d@limente ser revelada mediante la adicion del
sustrato, que al actuar sobre la enzima, produgirgolor observable a simple vista o cuantificadlle
antigeno en la muestra mediante un espectrofotémetr

Ol 209 O =C —CH,— CH,— Hydrogen bond

( CH,— CH,— Ionic bond

————— Hydrophobic
L, CH, interactions

van der Waals
Hi CH,— CH- interactions

H { tH:N— CH, Ionic bond

Figura 27: Fuerzas que interaccionan en la reaccion antigeno-anticuerpo

Este principio tiene muchas de las propiedadesrndamunoensayo ideal: es versatil, robusto, sireple
su realizacion, mediante el uso de la fase solida, separacion facil entre la fraccion reteniday |

fraccion libre.

Este método ha tenido una enorme aplicacién enstagpiellos campos en los que se precisaba la
cuantificacion de productos mediante anticuerp@grstico clinico, deteccion viral, clasificacide
anticuerpos en isotipos, busqueda de anticuerposctanales, etc.

2 Ensayo por InmunoAbsorcién Ligado a Enzimas
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El método ELISA estad recomendado fundamentalmeate @l estudio de poblaciones. Es una técnica
altamente sensible y de gran especificidad, qumiperealizar en un corto espacio de tiempo estudio
sobre grandes poblaciones, de manera sencilla yoatoa. Esta técnica presenta ademas una buena
reproducibilidad y facilidad en la interpretacidmlds resultados.

Se han adaptado varios tipos del método ELISA tpat@ la determinacion de antigenos como de
anticuerpos.

8.2. Tipos de ensayo ELISA

Los métodos de ELISA dependiendo de la actividaihaitica se dividen en dos tipos:
« Anticuerpos Marcados
o0 ELISA Directo
0 ELISA Indirecto
0 ELISA Sandwich
- Doble (DAS)
- Heter6logo (HADAS)
* Antigenos Marcados

0 ELISA Competitivo

8.2.1. ELISA Directo

Consta de las siguientes etapas:

1. Fijacién al soporte insoluble (“tapizado”) detiganos especificos. Lavado para eliminar los
antigenos fijados deficientemente o no fijados.

2. Adicion de anticuerpos marcados (“conjugadosft) una enzima; si los anticuerpos reaccionan
con los antigenos, el complejo quedard solubilizddivado para eliminar los anticuerpos
marcados que no hayan reaccionado.

3. Adicion de un substrato sobre el que sea capaxar la enzima marcadora. Se puede parar la
reaccion si se desea.

4. Lectura visual o colorimétrica del producto finaloreado.

8.2.2. ELISA Indirecto

Consta de las siguientes etapas:

1. Fijacién al soporte insoluble de antigenos dfipes para los anticuerpos objeto de estudio.
Lavado para eliminar los antigenos fijados defit@erente o no fijados.
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8.2.3.

Adicion del suero problema, de tal forma que auticuerpos reaccionaran especificamente con
los antigenos fijados al soporte. Lavado para simlos anticuerpos marcados que no hayan
reaccionado.

Adicién de anti-anticuerpos conjugados con umainga, los cuales reaccionan con los
anticuerpos especificos afiadidos en el paso antegoe se encuentran fijados a los antigenos.
Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcapmsno hayan reaccionado.

Adicién de un substrato sobre el que sea capaxiiar la enzima marcadora. Se puede parar la
reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto finaloreado.

ELISA Sandwich “DAS™?

Consta de las siguientes etapas:

1.

8.2.4.

Fijacion al soporte insoluble de anticuerpose#jros del agente patdégeno a detectar. Lavado
para eliminar los anticuerpos fijados deficientetmenno fijados.

Adicion de la muestra problema (extracto vegestaigre, suero, plasma, etc.), de tal forma que si
esta presente el agente patdgeno de diagndstitiggan), reaccionara especificamente con los
anticuerpos fijados al soporte. Lavado para elimimgantigenos que no hayan reaccionado y los
restos de la muestra no fijados.

Adicion de anticuerpos especificos del antigemiztectar (deben tener un epitopo diferente de
los anticuerpos con los que se han tapizado elr®)pmonjugados con una enzima, los cuales
reaccionan con los antigenos afiadidos con la naugsiblema y que se encuentran fijados a los
anticuerpos. Lavado para eliminar los anticuerpascados que no hayan reaccionado.

Adicién de un substrato sobre el que sea capaxiiar la enzima marcadora. Se puede parar la
reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto finaloreado.

ELISA Sandwich “HADAS"??

Consta de las siguientes etapas:

1.

Fijacion al soporte insoluble de anticuerposeBjtos del agente patégeno a detectar. Lavado
para eliminar los anticuerpos fijados deficientetmenno fijados.

Adicion de la muestra problema (extracto vegstaigre, suero, plasma, etc.), de tal forma que si
esta presente el agente patdgeno de diagndstitiggan), reaccionara especificamente con los
anticuerpos fijados al soporte. Lavado para elimiogantigenos que no hayan reaccionado y los
restos de la muestra no fijados.

Adicion de anticuerpos especificos del antigemiztectar (deben tener un epitopo diferente de
los anticuerpos con los que se han tapizado elr&)ptos cuales reaccionan con los antigenos
afnadidos con la muestra problema y que se encuefifeos a los anticuerpos. Lavado para
eliminar los anticuerpos que no hayan reaccionado.

Adicion de anticuerpos conjugados con una enzam@anticuerpos empleados en el paso
anterior. Lavado para eliminar los anti-anticuerp@scados que no hayan reaccionado.

2 Double Antibody Sandwich.
22 Heterologous Antiglobulin Double Antibody Sandwich
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5. Adicion de un substrato sobre el que sea capaxiar la enzima marcadora. Se puede parar la
reaccion si se desea.

6. Lectura visual o colorimétrica del producto finaloreado.

8.2.5. ELISA competitivo

Consta de las siguientes etapas:

1. Fijacion al soporte insoluble de anticuerposefjros del agente patdgeno a detectar. Lavado
para eliminar los anticuerpos fijados deficientetmenno fijados.

2. Adicion en concentracién conocida de una medelantigenos del anticuerpo utilizado en el
paso anterior. Paralelamente, afiadir Unicamentigesats del anticuerpo usado en el paso
anterior, marcados con una enzima. Lavar parardinios antigenos que no hayan reaccionado.

3. Adicion de un substrato sobre el que sea capaxar la enzima marcadora. Se puede parar la
reaccion si se desea.

4. Lectura visual o colorimétrica del producto ficaloreado de ambas pruebas y comparar los
resultados. Si las lecturas de ambas pruebas sdogas, el antigeno a estudio no tienen nada
que ver con los anticuerpos empleados para taglizaporte. Si hay diferencia en las lecturas de
ambos pocillos, el antigeno objeto de estudio, resé@&ionado serolégicamente con el anticuerpo
empleado para tapizar el soporte y la diferenciaddesidad Optica, es proporcional a la
concentracion del antigeno problema en la muestra.

Todos los tipos de ELISA descritos se pueden reseimndos grandes grupos:
» ELISA para detectar antigenos: ELISA sandwich.
e ELISA para detectar anticuerpos: ELISA indirectos

8.3. Técnica ELISA para micotoxinas

Las micotoxinas al no ser antigénicas, para poeledsterminadas mediante la técnica ELISA se tuvo
gue lograr la conjugacién con proteinas o poligkstique pudieran producir anticuerpos en condésion
Optimas para conejos y otros animales. A medidalguecnologia ha ido avanzando se han producido
anticuerpos monoclonales. Este desarrollo se marmentado en los ultimos afios.

Ademés de la técnica ELISA se han desarrolladoratifes tipos de inmunoensayos entre los que
destacan el método RIA (radioinmunoensayos) y ldsnmas de inmunoafinidad. La mayoria de
inmunoensayos se basan en la competicion por tios sie enlace de las moléculas de los anticuerpos
entre las toxinas presentes en la muestra y lasa®xnarcadas caracteristicas del sistema, mic@sxi
conjugadas. Por lo tanto es necesario contar canminotoxina perfectamente marcada ademas del
anticuerpo especifico en el sistema de ensayo.

La gran ventaja de los sistemas de inmunoensagaeso es necesario efectuar los procedimientos de
limpieza de extractos. De modo que el extractoadeatriz sélida puede ser usado directamente en el
ensayo, previa dilucion con una solucion amortiguadaracteristica del propio sistema. Sin embkrgo
sensibilidad de las determinaciones se incrementando se utiliza un procedimiento adecuado de
limpieza de extractos.

Entre los diferentes kits existentes en el mergaata la determinacion de fumonisina en este trabajo
hemos optado por la adquisicion de RIDASCREEANST Fumonisin con la finalidad de poder llevar a
cabo los andlisis de fumonisina en nuestros exgetins.
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8.4. Pasos generales de un ELISA

1. Tapizado del pocillo con el antigeno o anticuerpo.

Anticuerpos anti-IlgG

Figura 28: micropozo recubierto con anticuerpos ant i-1gG.

En nuestro caso trabajamos con pocillos que estarbiertos con anticuerpos, llamados anticuerpos de
captura. Estos anticuerpos de captura se uneraaticsierpos anti-fumonisina.

2. Adicion de la muestra problema con la mezcla deganbs o anticuerpos.

Figura 29: Agregado de estandar o muestra.

3. Se afiade el conjugado fumonisina-enzima. La funmaniso es un verdadero antigeno, pues al
entrar en el organismo no tiene la capacidad dar @eticuerpos, por esta razén se crea un
antigeno mediante la conjugacion con una enzima.

LK

Figura 30: Agregado de enzima conjugada.
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4. A continuacion se afade el anticuerpo anti-fumaaisanticuerpo especifico para la fumonisina,
elaborados a partir de la enzima conjugada confiigima y que es capaz de reaccionar con el
anticuerpo de captura.

§Y ¢Y

p2re

Figura 31: Agregado solucién anticuerpo.

5. La adicion del anticuerpo especifico anti-fumorasempieza la reaccion. La fumonisina libre y el
conjugado fumonisina-enzima compiten para unirseiti@s del anticuerpo anti-fumonisina
(inmunoensayo competitivo). Al mismo tiempo, logi@rerpos anti-fumonisina se unen a los
anticuerpos de captura inmovilizados sobre la placa

Hd

Figura 32: Empieza la reccion: se estableze el equil  ibrio entre el analito ligado y no ligado de muestr aso
estandares y la enzima conjugada.

6. Posteriormente una vez establecido el equilibrie@®peticion entre la fumonisina y la enzima
conjugada el exceso de fumonisina y conjugado exfimonisina que no se unio es eliminado

en un proceso de lavado.

@ _
8.8
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Después de 3 lavados

Lavado 3 veces

Figura 33: remocién de reactivos en exceso y remoci  6n total de reactivos no ligados.

7. El sustrato/cromégeno es agregado a los pocillsewado. El conjugado fumonisina-enzima
unido a los pocillos a través de los anticuerpasjente al cromogeno en una sustancia azul.
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Figura 34: Agregado de substrato/cromégeno. El subst rato (S) desarrolla color en el producto (P) en
presencia de la enzima.

8. La adicion de la solucién “stop” provoca un camtdocolor de azul a amarillo. La medicion se
realiza fotométricamente a una longitud de onda=4#50 nm; la absorcién es inversamente
proporcional a la concentracion de fumonisina endastra / estdndar. A mas color, mas baja sera
la concentracion de la muestra / estandar.

1348

Figura 35: agregado solucién “stop”. Se para la reac cion y el color desarrollado es medido visualmente o]
mediante lector ELISA.

8.5. Interpretacion de resultados

En primer lugar se calcula el porcentaje de abswoibao densidad éptica (O.D.) que se calcula de la
siguiente forma:

absorbancia estandar (6 muestra)

: - X 100 = % absorbancia
absorbancia estandar cero (ec. 6)

De esta forma, el estandar cero es igual a 100%sydemas valores de absorcion se indican en
porcentaje. Los valores calculados para la absordi& los estdndares se representan respecto a la
concentracion de fumonisina (mb:l La concentracion de fumonisina en mgebrrespondiente a la
absorcion de cada muestra y puede ser leida direnta de la curva de calibrado. La representaadn d
porcentaje de los estandares respecto al logangperiano (In) de la concentracion de fumonising no
da una recta de la cual podemos obtener el valda dmncentracion de fumonisina a partir de la
absorbancia.

8.6. Dispositivos empleados

Se han ensayado numerosas fases solidas, destiebéss de cristal de los origenes a las actuales
microplacas de 96 pocillos de plastico tratado pam@entar su capacidad de adsorcion (fenbmeno de
superficie) de moléculas y con fondos de pocilliagmente claros para poder realizar las medidas de
densidad éptica en instrumentos especificos, egpetttmetros de lectura de placas que han recibido
nombre de lectoreELISA. Actualmente se estan desarrollando dispositiesndyor capacidad, por
ejemplo con 384 y 1536 pocillos, adecuados parssigtemas de 'screening’ masivo de los sistemas
robotizados HTS (‘High-throughput system’).
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Los lectoresELISA son espectrofotometros capaces de realizar lscggdaadas de cada uno de los
pocillos de la placa ELISA. A diferencia de un egpeEfotometro convencional, con capacidad de leer
todas las longitudes de onda del ultravioleta yigble de manera continua, los lectores de ELISA
disponen de sistemas de filtros que sélo permitéedtura de una o pocas longitudes de onda. Squrela
se corresponden con las necesarias para deterdaindensidad Optica de los cromdgenos mas
comunmente utilizados.

La fase sélida debe ser de un tipo que permitacihrhanejo (especialmente en los procesos de davad

y la reproducibilidad de la unién de antigenos ticarrpos sobre su superficie. Las microplacas&le 9
pocillos y un volumen de 3HQ son especialmente ventajosos para procesar wadelenimero de
muestras y una vez tapizadas, el material inmadtzpermanece reactivo mucho tiempo siempre que se
mantenga seco y a baja temperatura. Se utilizaroptécas de poliestireno de fondo plano que pueden
adquirirse estériles con o sin tapa.

Para poder realizar el andlisis, conjuntamenteetdector se necesita el Kit Elisa para la detetdé
micotoxinas.

g

T —— £

Figura 36: Lector ELISA de 96 pocillos y Kit de anali  sis fumonisina.

9. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

9.1. Fabricacion de perlas de alginato

Preparar una solucion de alginato de sodio a umaetdracion conocida, en este caso al 2%. La
disolucion tiene que estar en agitacion a 600-pdd masta que esté perfectamente disuelta. Llegados
este punto se disminuyen las rpm hasta 50 rpm Icfam @e eliminar las burbujas de aire para ques@o
produzcan en el interior de las perlas.

Para la produccién de las perlas de alginato ddocak necesario bombear gota a gota la disolucion
anterior sobre una solucion de nitrato de calciea®entracion de 0.05M y en continua agitacion. De
esta manera las gotas gelifican esféricamentagrien diametro aproximado de (2.5mm) (x 0.5mm).
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Tabla 8: Lotes obtenidos en la fabricacién de las p  erlas de alginato

N° LOTE | PERLAS TOTALES | ALGINATO/PERLA (mg)
LOTE 1 61170 0.3222
LOTE 2 52061 0.3433
LOTE 3 2730 0.3663
LOTE 4 5264 0.3799

Bomba peristaltica

Solucion de alginato
Ca(NOq)34H2 0 0,05M

Perlas de alginato

Agitador

Figura 37: Fabricacién y montaje de las perlas de a  Iginato de calcio

Reactivos:
» Agua destilada y agua bidestilada.
» Alginato de sodio.
» Nitrato de calcio (CapDe 4H0).

Instrumentacion:
* Botes de plastico (100ml)
» Vasos de precipitados (100, 250, 500, 1000, 5000 mi
» Colador
» Vidrios de reloj
» Espatula
» Parafilm

 Cronémetro
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* Balanzas

e pH-metro

» Agitador magnético

* Imén / varilla imantada
» Agitador Rotabit

Proceso:

» Para preparar 1000 ml de solucion de alginato deosal 2%, pesaremos 20g de alginato de
sodio y afiadimos agua destilada@) hasta obtener 1000ml de solucién.

Figura 38: Solucion de Alginato de sodio al 2%

» Para fabricar las perlas de alginato de calcio siarros una solucion de Nitrato de Calcio de
0.05M. Se prepara un exceso de nitrato de calg@ gsegurar que todo el alginato de sodio se
consuma en la reaccién. Pesaremos 24g de nitrattald® y enrasaremos hasta 2000ml de
solucién con agua destiladax®).

Figura 39: perlas de alginato de calcio
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9.2. Lidfilizacion de las perlas de alginato

Proceso:

Para la liofilizacidon de las perlas de alginatgesa la cantidad a liofilizar, en este caso 20gedkas de
alginato de calcio. Con un colador se escurrempédgias y se lavan con agua destilada, en una kandej
cubierta de papel absorbente, se intenta retiexagso de agua presente en las perlas, a conéindas
extenderemos bien en las bandejas del liofilizador.

Figura 40: Bandeja del liofilizador con perlas de a  Iginato de calcio

Antes de liofilizarlas, previamente se congelaroneé congelador del frigorifico alrededor de 2h.
Seguidamente se introducen las bandejas en el ctimgato para bandejas del liofilizador.

L] Py A A = | P

Figura 41: Compartimento de bandejas del liofilizad  or

Finalmente se introduce el compartimento de lasi&as en el liofilizador procurando que la valvdéa
escape del agua este cerrada y verificar que l@onida, el aceite esté por encima del nivel indicado
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Figura 42: Liofilizador utilizado en la liofilizaci 6n de las perlas de alginato de calcio

El proceso que utilizaremos, sera el semiautomdizza poder establecer manualmente los tiempos, la
temperatura y la presion.

Aungue las perlas estén previamente congeladagn@inos el proceso por la congelacién de las perla
para establecer la temperatura de inicio.

Las perlas antes de introducirlas al congeladofrid@rifico estan a una temperatura de (20°Clteg (-
18°C) en un tiempo de 2 horas. Al introducirlase€fiofilizador la temperatura baja a (-54.4°C) 3
minutos, a continuacion las perlas estaran al végiante 3 horas a una temperatura de (-54.4°Ginaa
presion de (0.822 mBar).

SEI‘II ﬁUTDr‘In [IC

Freezing Cool+

( \Uacuum
\-) Heat

— Shelues

A

Figura 43: Pantalla del liofilizador indicando el pu nto del proceso (vacio)

Finalmente sublimamos las perlas a una temperdai@0°C) manteniendo la presion a (0.822 mBar)
durante 7 horas.
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SEMI-AUTORATIC

Freezing Cool+

Figura 44: Pantalla del liofilizador indicando el pu nto del proceso (sublimacién)

Al finalizar el proceso paramos el liofilizador,rabos la valvula de alivio y la del agua, retiranias
perlas y las conservamos en una capsula de poacelpadas con parafilm.

Figura 45: Perlas liofilizadas en la bandeja del lio  filizador

Instrumentacion:
e Colador

* Vidrios de reloj

» Espatula
e Parafilm
« Balanzas

« Liofilizador

e Capsulas de porcelana
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9.3. Método analitico de deteccion y adsorcion de |  a fumonisina por el proceso
ELISA

Procedimiento:

Para realizar el analisis se necesita un kit eapef@ deteccion de fumonisina: el imnunoensayo
enzimatico competitivo para el analisis cuantitatie fumonisina.

Fundamento del test:

El test se basa en la reaccion antigeno-anticuprega resumimos en el apartado 8.4. Los pociitiane
recubiertos con anticuerpos de captura contra werpos anti-fumonisina. Se agregan estéandares de
fumonisina o la solucion de las muestras, conjudadwnisina-enzima y anticuerpos anti-fumonisina a
los pocillos. La fumonisina libre y el conjugadarfonisina-enzima compiten para unirse a sitios del
anticuerpo anti-fumonisina (inmunoensayo enzimatiompetitivo). Al mismo tiempo, los anticuerpos
anti-fumonisina se une a los anticuerpos de captunovilizados sobre la placa. El conjugado
fumonisina-enzima que no se unié es retirado piosteente en un proceso de lavado. El sustrato /
cromogeno es agregado a los pocillos e incubadooriigado fumonisina-enzima unido a los pocillos a
través de los anticuerpos, convierte al cromégenon@ sustancia azul. La adicion de la soluciéog'st
provoca un cambio de color de azul a amarillo. lealition se realiza fotométricament&-s450nm; la
absorcion es inversamente proporcional a la coragan de fumonisina en la muestra.

Contenido del kit:

» 1 placa con 48 pocillos (6 tiras, cada una de 8lpsceparables) recubiertos con anticuerpos de
captura contra anticuerpos anti-fumonisina.

» 5 estandares, 1.3ml cada uno: Oppm (estandar d@292 ppm, 0.666ppm, 2ppm, 6ppm de
fumonisina en metanol/agua.

» 1 conjugado fumonisina-peroxidasa (3ml).

e 1 anticuerpo anti-fumonisina (3ml).
e 1 solucidn de sustrato/cromogeno rojiza (10ml).

e 1 solucion “stop” de acido sulfarico 0.5M (14ml).
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Figura 46: Estandares y reactivos del contenido del Kit ELISA

Reactivos adicionales e instrumentacion requerida:

Equipo:

Espectrofotdmetro para las placas de portapodikasor ELISA)
Embudo Kitasato

Molino para triturar las muestras.

Agitador multiple

Papel de filtro

Micropipetas de 50 pl, 100 pl, 1000ul

Cronémetro

Reactivos:

Metanol
Solucion de metanol al 70%.

Agua destilada

Preparacion de las muestras:

La preparacion sera de la siguiente manera taméogb@ereal como en los alimentos para animales:

Pesar 25g de la muestra y triturarla en un moliécteco, agregarle 125ml de metanol al 70%.

Agitar la muestra vigorosamente 3 minutos.

Filtrar el extracto a través del papel de filtrelKitasato.

Diluir el filtrado, en el cereal sera de 1:14, éalemento para animales 1:2.
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Proceso para la lectura:

1. Colocar suficientes pocillos en marco portapasipara los estadndares y las muestras a analizar
por duplicado.
Agregar 50 pl de los estdndares y de las muestanaliar a los pocillos correspondientes.

Figura 47: Agregado de estandares

2. Agregar 50 ul del conjugado fumonisina-enzinhasgpocillos correspondientes.

- mEmE s
i olee bt T b M A I

Figura 48: Agregado del conjugado a los pocillos

3. Agregar 50 ul anticuerpo anti-fumonisina a cpdaillo. Mezclar el contenido de la microplaca
suavemente y dejar incubar 10 minutos (+/- 1) g&Fatura ambiente (20-25 °C).

Figura 49: Agregado de anticuerpo

4. Vaciar los pocillos y a continuacion golpearrgéécamente (tres veces consecutivas) el marco
portapocillos sobre papel absorbente limpio paegasr la eliminacion completa de restos de
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liquidos. Lavar los pocillos (250 pl por pocillodrcagua destilada, vaciar de nuevo los pocillos
de la forma anterior. Repetir este paso dos veéss m

5. Agregar 100 pl de sustrato/cromogeno a caddl@oniezclar el contenido de la microplaca
suavemente e incubar durante 5 minutos (+/- 0.3& @scuridad a temperatura ambiente (20-25

°C).

Figura 50: Agregado de sustrato/cromégeno

6. Agregar 100 pl de la solucién “stop” a cada f@ciMezclar el contenido de la microplaca
suavemente y medir la absorciorha450nm) en el transcurso de los siguientes 10 ménut

Figura 51: Agregado de la solucion stop

7. Medir la absorcion a€450nm) en el transcurso de los siguientes 10 wsnen el lector ELISA.
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Figura 52: Lector ELISA utilizado en el analisis

9.4. Resultados

9.4.1. Calibracion

Para cada uno de los andlisis realizados, se amepab patrones para la determinacion de la cueva d
calibracion de la fumonisina tal y como se indozel apartado 9.3.(método de deteccion y adsod=o

la fumonisina por el proceso ELISA) y se determimdnaxima densidad 6ptica (O.D.) a partir de la
ecuacion 6. La representacion de la maxima demgigtca frente a la concentracion de fumonisina no
da una curva caracteristica tal y como se puedenasen la Figura 53, donde se ha representado la
mediana de todas las calibraciones realizada®agi @s desviaciones estandar obtenidas.
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Figura 53: Curva de calibracion de la Fumonisina
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9.4.2. Determinacién de la concentracion inicial des muestras analizadas

La tabla 9 nos muestra los diferentes resultadasnaios en el analisis de tres tipos de productos
alimentarios y tres muestras de fumonisina puea.muestra de cereal fue proporcionada por los
laboratorios r-biopharm. Los piensos destinadosa alimentacion animal fueron adquiridos en el
comercio presentando como fecha de caducidad &@f® Para realizar el andlisis en todos los csesos
tomaron 25 g del producto y se disolvieron en 128nétanol al 70 %.

Tabla 9: Concentraciones de fumonisina en las muest ras analizadas

Muestras analizada: [Fumonisina] [Fumonisina]
(mg/L) (mg/Kg)

Fumonisina 1 2.22 11.10
Fumonisina 2 2.67 13.33
Fumonisina 3 3.01 15.05
Cereal 1 5.62 28.10
Cereal 2 6.02 30.01
Pienso (gatos) 4,30 21,49
Pienso (perros) 4,35 21,75

Los resultados obtenidos en el caso de los piepsscereal nos muestran segun la normativa legal
vigente que estos son aptos para la alimentaciomeérel cereal analizado no puede ser utilizada
alimentacion humana ya que el limite recomendadtedsmg-kg.

La adsorcion ha sido realizada en las tres muedéréismonisina y en el cereal.

9.4.3. Adsorcion: muestras de Fumonisina

Las soluciones de fumonisina se prepararon a pirfiumonisina patrén de 10 mfsduministrada por r-
biopharm obteniéndose tres soluciones de fumoniginaina concentracion inicial que varia entre 2.22
3.01 mg-f. Se realizaron diferentes experimentos con disbhgiones tomando volimenes que oscilan
entre 0.1 y 0.01 litros. La cantidad de alginatocadcio afiadido a los diferentes volimenes esta
comprendida entre 0.004 y 1.5 g de alginato tahac@se muestra en la tabla 10. Las soluciones de
fumonisina y alginato de calcio se sometieron daa@in de 25 rpm durante 48 h. Los resultados
obtenidos para la concentracion de equilibrio asiael valor de la capacidad de adsorcion obtgnala

pH inicial de las soluciones se indican en la €igte tabla:
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Tabla 10: Resultados obtenidos

Perlas | m (g alginato) | V (L) pH Co (mg/L) | Cf(mg/L) | q (mg/L)
10 0,004 0,01 6,98 2,222 1,486 2,01
20 0,007 0,01 7,01 2,222 0,723 2,05
40 0,015 0,01 7,52 2,222 0,190 1,39
60 0,022 0,01 7,72 2,222 0,200 0,92
100 0,050 0,1 7,94 2,665 1,659 2,01
250 0,125 0,1 7,78 2,665 0,522 1,71
500 0,250 0,1 7,96 2,665 0,280 0,95
1000 0,500 0,1 7,98 2,665 0,204 0,49
2000 1,000 0,1 8,02 2,665 0,122 0,25
3000 1,500 0,1 8,10 2,665 0,099 0,17
100 0,050 0,1 7,91 3,011 1,910 2,20
250 0,125 0,1 7,89 3,011 0,394 2,09
500 0,250 0,1 7,86 3,011 0,055 1,17
1000 0,500 0,1 7,96 3,011 0,120 0,50
2000 1,000 0,1 7,99 3,011 0,102 0,29
3000 1,500 0,1 8,01 3,011 0,070 0,08

A continuacion se muestra la representacion dedsdltados experimentales obtenidos (figura 54) asi
como la modelizacion de los mismos mediante laa@ones de Langmuir y Freunlich y la aplicacion de
la funcion SOLVER.
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Figura 54: Isoterma de adsorcion de la fumonisinam  ediante alginato de calcio.

Los parametros de las ecuaciones de Langmuir ynkchuobtenidos mediante la modelizacion de los
resultados experimentales que se muestran en la Tab Como puede observarse mediante los valores
obtenidos de la mediana de los errores al cuadfééRS) (ecuacion 7), la ecuacion de Langmuir se
ajusta mas a los valores experimentales. La maxiapacidad de adsorcion obtenida a partir de la
ecuaciéon de Langmuir es de 2.7 mg de fumonisinggpamo de alginato. EIl elevado valor de(R.64
I-mg?) nos muestra una gran afinidad de la fumonisimapadsorbente, como también puede observarse
graficamente a partir de la pendiente inicial deueva obtenida.

Se ha de tener en cuenta la ecuacién MRS, comefieed

— ?=1 [(qﬁ’xp-,i - QCalc.,E)z]

n (ec. 7)

MRS

Tabla 11: Parametros obtenidos mediante la aplicacié  n de las ecuaciones de Langmuir y Freunlich

Modelo Langmuir

Modelo Freundlich

Om KL KF n
MRS MRS
[mg-g' | [L-mg™] [mg**™ gL | [adimen.]
Fumonisina pura 2.70 2.64 0.384 1.804 2,37 0.434

A continuacion, en la Tabla 12, se presentan losgmtajes de eliminacion de fumonisina mediante la
utilizacién del alginato de calcio en funcion deckntidad de alginato presente en la disoluciéonsa d
concentraciones iniciales diferentes.
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Tabla 12: % de eliminacion de fumonisina en funcion de la concentracion de alginato

% Eliminacion % Eliminacion
[fumonisina]inicial= | [fumonisina]inicial=

[Alginato] mg/L 2,22 mg/L 3,01 mg/L
0,5 37,75 36,57

1,25 80,41 86,91

2,5 89,49 94,17

5 92,35 96,01

10 95,42 96,61

15 96,29 97,68

En la Figura 55 se representan los resultados idlbtenpudiéndose observar mas claramente que los
mejores resultados para el porcentaje de eliminasddobtienen cuando partimos de una concentracion
inicial de fumonisina mas elevada. El maximo potag de eliminacion obtenido es del 98%
correspondiendo a una concentracion de alginatb5deg-1. Este valor contrasta con los resultados
bibliograficos obtenidos en los cuales se muedteltasta el momento el mejor resultado obtenido se
consigue mediante el adsorbente colestiramina dangmrcentaje de eliminacion del 85% (ver tabla 4:
métodos y porcentajes de reduccion de fumonisinadimentos).

100

—  HE[fumonisinalinicial =2.7 mg/L

% Eliminacion

[fumonisinalinicial = 3.0 mg/L

[alginato de calcio] mg/L

Figura 55: % de eliminacion de la fumonisina en fun  cion de la concentracion de alginato presente en la
disolucion.

9.4.4. Adsorcion: cereal

A partir de una muestra de cereal contaminada wamomisina suministrada por r-biopharm, se tomaron
25 g de cereal y se disolvieron en 125 ml de mé&ni0%. Después de la agitacion correspondiente s
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filtro y el filtrado obtenido fue tratado como erapartado anterior, procediéndose al tratamipata la
adsorcion por duplicado.

En este caso se realizaron dos pruebas paralelanpentun lado se trabajé con las perlas hidratadas
como en el caso anterior y por otro se procedia kofilizacion de perlas del mismo lote que fueron
utilizadas para la realizacion de la segunda preebalo las condiciones experimentales idénticasaE
Tabla 13 se presentan los resultados obtenidassedok casos.

Tabla 13: Capacidades de adsorcion obtenidas a part  ir de la muestra de cereal para perlas de alginato  de
calcio hidratadas y liofilizadas.

Perlas hidratadas al;?ng’to) V(L) pH | Co(mg/L) | Cf (mg/L) | g (mg/L)
30 0,0114 0,01 7,76 5,62 3,52 1,85
60 0,0227 0,01 7,83 5,62 2,00 1,59
90 0,0341 0,01 7,59 5,62 1,10 1,33
120 0,0455 0,01 7,26 5,62 0,50 1,13
30 0,0114 0,01 7,46 6,02 3,96 1,81
60 0,0227 0,01 7,58 6,02 2,05 1,75
90 0,0341 0,01 7,59 6,02 1,44 1,34
120 0,0455 0,01 7,36 6,02 1,10 1,08
Perlas liofilizadas
20 0,0076 0,01 7,32 5,62 5,61
30 0,0114 0,01 7,28 5,62 5,56
60 0,0227 0,01 7,36 5,62 5,41
120 0,0455 0,01 7,39 5,62 5,60

En la Figura 56 se muestran los resultados expatates obtenidos en el caso de la adsorcion de
fumonisina en perlas hidratadas de alginato deacalpartir de la muestra de cereal juntamentela®n
curvas obtenidas a partir de la modelizacion dedesltados experimentales mediante las ecuactmes
Langmuir y Freundlich.
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Figura 56: Isoterma de adsorcién obtenida a partir de la muestra de cereal

Como puede observarse los valores de la capacaladgbrcion obtenidos para la fumonisina cuando se
parte de la muestra de cereal son mas bajos qudtiesidos para el caso que se parte de la mudsstra
fumonisina pura siguiendo la misma metodologia ewpmntal y bajo las mismas condiciones esto es
debido a que en la matriz del cereal hay imperfe®s.

Tabla 14: Parametros obtenidos mediante la aplicaci6  n de las ecuaciones de Langmuir y Freundlich

Modelo Langmuir Modelo Freundlich
Om KL KF n
L -1 RS 1-1n 1§ 1 : MRS
[mg-g7] | [L-mg7] [mg™"g~L™] | [adimen.]
Fumonisina cereal 2.12 2.64 0.132 1.269 3.4&[5 0.114

La capacidad maxima de adsorcion obtenida a mhetia modelizacion de los resultados experimentales
a partir de la ecuacion de Langmuir es de 2.12 mgbpr ligeramente inferior al obtenido para la
maxima capacidad de adsorcion a partir de la maudstfumonisina pura.

La liofilizacidn de las perlas no ha mostrado reglds satisfactorios. Dicha liofilizacion se realcon la
finalidad de obtener un adsorbente con poros dentaynafio con el cual poder obtener una capacidad
de adsorcion mayor. Los malos resultados obtersdoatribuyen a la lenta velocidad de congelacion
utilizada en el proceso, lo cual nos ha permitidteper un adsorbente mas poroso pero seguramante co
los poros de menor tamafio, a la vez que nos deradasimportancia de la presencia de agua para el
establecimiento de las diferentes interaccione® ehtadsorbente y la fumonisina.
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10.

CONCLUSIONES

En esta investigacion se ha detectado la presdadiamonisina en diferentes tipos de alimentos,
cereales y piensos. Paralelamente se han anatifedentes muestras de fumonisina pura con la
finalidad de poder observar las posibles interfeigencreadas por la matriz de la muestra.

Los niveles de fumonisina encontrados en los pegsen los cereales nos indican que solo son
aptos para su utilizacion en alimentacién animal.

Los resultados obtenidos muestran como el algidatoalcio puede considerarse un compuesto
capaz de adsorber fumonisinas con una alta afinidaos porcentajes obtenidos a
concentraciones de 2 §:lde alginato de calcio (Figura 55) superan el @Eeliminacion de
fumonisina, mostrando valores superiores a los r@ra@os con la utilizacion de otros
adsorbentes, solamente en el caso de la utilizad®@dla colestiramina se obtiene un 85 % de
eliminacién de fumonisina (ver tabla 4. Métodosoygentajes de reduccién de fumonisinas en
alimentos).

La aplicacién del alginato de calcio como adsorberts ha permitido obtener una capacidad de
adsorcién de 2 mg'gpara soluciones de fumonisina de aproximadamentg-B a pH=7.5.

Los resultados obtenidos para la capacidad de@dsauando se parte de una muestra de cereal
son ligeramente inferiores a los obtenidos a patérla disolucion de fumonisina pura,
atribuyéndose dicha disminucion a la posible ad8orde otros compuestos presentes en la
matriz de la solucion del cereal.

La modelizacion de los resultados experimentales moestra que el modelo de Langmuir se
ajusta mejor a los valores obtenidos, no obsensmdmndes diferencias con la modelizacion de
Freundlich. El valor de la constante Ke la ecuacién de Langmuir nos demuestra una gran
afinidad entre el adsorbente y la fumonisina.

La liofilizaciébn de las perlas no ha mostrado reslds satisfactorios. Dicha liofilizacion se
realizé con la finalidad de obtener un adsorbenteporos de mayor tamafio con el cual poder
obtener una capacidad de adsorcion mayor. Los medottados obtenidos se atribuyen a la lenta
velocidad de congelacion utilizada en el procesoull nos ha permitido obtener un adsorbente
MAs poroso pero seguramente con los poros de nemarfio a la vez que nos demuestra la
importancia de la presencia de agua para el estaidto de las diferentes interacciones entre el
adsorbente y la fumonisina.

La utilizacién del alginato de calcio en lugar @es krcillas como adsorbente proporciona la
posibilidad de mejorar las propiedades de los pgga que evitaria los problemas digestivos que
plantea la utilizacion de las arcillas.

Como vemos, la utilizacién del alginato de caloiomo adsorbente a afiadir a la composicion
inicial de los piensos para la prevencion de leoaddén intestinal de las fumonisinas es una
atractiva hipétesis que hay que tener en consitieraentro de la lucha contra la micotoxicosis.
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11. AMBIENTALIZACION

Este proyecto sigue la normativa ISO 14001. Es mmama aceptada internacionalmente que
establece como implantar un sistema de gestioncaediiental (SGM) eficaz. La norma se ha
concebido para gestionar el delicado equilibrioreergl mantenimiento de la rentabilidad y la
reduccion del impacto medioambiental. Lo que comtiksSO 14001:

- Requisitos generales

- Politica medioambiental

- Planificacién de implantacion y funcionamiento
- Comprobacion y medidas correctivas

- Revision de gestién

Ello significa que puede identificar aspectos aggjatio que tienen un impacto en el medio ambiente
y comprender las leyes medioambientales que saffisaivas para esa situacion.

Realizar un estudio sobre el impacto ambiental mgnoyecto permite conocer la incidencia que
tiene éste sobre el entorno, de esta forma podgtadmedidas para evitar o corregir los impactos
gue podrian ocasionar su ejecucion y funcionamiento

La finalidad de este proyecto es la aplicacionadigihato de calcio como adsorbente de micotoxinas
en lugar del método utilizado en la actualidad, &sillas, las cuales presentan muchos
inconvenientes desde el punto de vista medioandjdos cuales quedan reflejados en el apartado
4.2.9.

Actualmente las arcillas son el adsorbente magadib para la adsorcion de las micotoxinas. En este
proyecto se ha propuesto la utilizacion del algindé calcio para realizar la adsorcion de las
micotoxinas, y los motivos, a parte de que esterbdste no es en absoluto perjudicial para los
animales, se trata de un biopolimero natural queicgegradable y no causa efectos perjudiciales
para el medio ambiente, con lo cual tiene en cenaaion la problematica medioambiental.

Nuestra escuela universitaria, la EPSEVG (UPC)esigua politica medioambiental, lo que conlleva
el concepto de mejora continua.

El mayor y mas problemético de los residuos quedsegenerado durante la realizacion de este
proyecto son las micotoxinas, debido a su actividaita. Al ser de caracter organico, se colocaron
en recipientes destinados a este fin, y una empesgara de residuos se encarga de su manipulacion
y transporte hacia la planta de residuos especiales
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