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RESUMEN
La cerveza, considerada la bebida alcohdlica més consumida a nivel mundial, puede estar
contaminada con ocratoxina A, una toxina que es producida por hongos filamentosos, los
cuales pueden crecer en los granos de cereales utilizados para su produccion. En este trabajo
las nanoparticulas de carbonato de calcio fueron utilizadas para la remocion de esta
micotoxina en la cerveza. Las nanoparticulas de carbonato de calcio se sintetizaron por el
método de precipitacion, evaluando el efecto de la temperatura de sintesis (30 y 80 °C), la
incorporacion de un agente estabilizante (amilopectina), y el tratamiento térmico (350 °C/2
h). La caracterizacion se realiz6 por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), difraccion de rayos X (DRX), microscopia electrénica de barrido (SEM), punto de
carga cero, potencial zeta, y dispersion de luz dinamica (DLS). Los estudios de adsorcion se
realizaron en medio acuoso y en la cerveza; evaluando la temperatura, la dosis de adsorbente,

el tiempo de contacto, y la concentracion de adsorbato.

Se determind que la temperatura de sintesis permitid el control del polimorfismo del
carbonato de calcio, formando calcita a temperatura ambiente y aragonita a 80°C, resultados
obtenidos por FTIR y DRX. La adicién de amilopectina no afecté el polimorfismo, pero
redujo el tamafio de la particula. El tratamiento térmico provocé que la estructura cristalina
de todas las muestras sintetizadas se transformara a calcita. Para los estudios de adsorcion,
las nanoparticulas sintetizadas a 80 °C, en presencia de amilopectina, fueron seleccionadas

debido a sus altos valores de adsorcion de OTA en agua.

Mediante SEM se revelaron tamafios de 0.200 pm hasta 5 um. Con lo que se evalué el hecho
de tener presente microestructuras. Por su parte, el potencial zeta se mantuvo en un rango de
-8 mV a-27.9 mV.

El porcentaje de adsorcion promedio en medio acuoso fue de 79% usando 0.125 g/L de
CaCOg, en 5 minutos de contacto, a 30 °C. Mientras que en cerveza fue de 60% con la misma
dosis y tiempo, a 4 °C. Dichos porcentajes son mas altos en comparacion con otros materiales

reportados para la misma funcion.

Los estudios de desorcién mostraron que el etanol es el mejor eluyente, teniendo una

eficiencia de 37% en 90 minutos.



ABSTRACT
Beer, considered the most consumed alcoholic beverage worldwide, can be contaminated
with ochratoxin A, a toxin that is produced by filamentous fungi, which can grow in the
cereal grains used for its production. In this work, calcium carbonate nanoparticles were used
for the removal of this mycotoxin in beer. Calcium carbonate nanoparticles were synthesized
by the precipitation method, evaluating the effect of the synthesis temperature (30 and 80
°C), the incorporation of a stabilizing agent (amylopectin), and the heat treatment (350 °C/2
h). Characterization was performed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), X-
ray Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Zero Charge Point, zeta
potential, and Dynamic Light Scattering (DLS). Adsorption studies were performed in
aqueous medium and in beer; evaluating temperature, adsorbent dosage, contact time, and

adsorbate concentration.

It was determined that the synthesis temperature allowed the control of calcium carbonate
polymorphism, forming calcite at room temperature and aragonite at 80°C, results obtained
by FTIR and XRD. The addition of amylopectin did not affect the polymorphism but reduced
the particle size. The heat treatment caused the crystalline structure of all the synthesized
samples to be transformed to calcite. For adsorption studies, the nanoparticles synthesized at
80 °C, in the presence of amylopectin, were selected due to their high adsorption values of
OTA in water.

SEM revealed sizes from 0.200 um to 5 pum. Thus, the presence of microstructures was
evaluated. On the other hand, the Zeta Potential was maintained in a range of -8 mV to -27.9
mV.

The average adsorption percentage in aqueous medium was 79% using 0.125 g/L of CaCQOs,
in 5 minutes of contact, at 30 °C. While in beer it was 60% with the same dose and time, at
4 °C. These percentages are higher compared to other materials reported for the same

function.

Desorption studies showed that ethanol is the best eluent, having an efficiency of 37% in 90

minutes.



1. INTRODUCCION

La cerveza es una de las bebidas alcohdlicas mas consumidas y vendidas a nivel mundial.
Como consecuencia de su alto comercio, las materias primas para su elaboracién también

presentan altas demandas de produccion (Campone et al., 2020).

Durante su produccién, almacenamiento o transporte, los granos para la elaboracion de la
cerveza pueden contaminarse con diversos géneros de hongos como Aspergillus y
Penicillium, los cuales son capaces de producir micotoxinas. Una de estas micotoxinas es la
Ocratoxina A (OTA) (Mérquez-Benavides et al., 2022).

La ocratoxina A ha sido detectada en ciertos alimentos como granos de café, carne, uvas,
vino, legumbres, cereales y cerveza. Esta situacion plantea una problematica relevante debido
a que se han demostrado sus efectos en la salud. Debido a ellos, fue catalogada en el 2003
como un posible carcinégeno humano por la Agencia Internacional de Investigacion contra
el Cancer (IARC) (Ravelo Abreu et al., 2011).

Aunado a ello, la existencia de poca normatividad que indique los limites maximos de
ocratoxina A que una persona puede ingerir sin riesgos agrava ain mas la situacion. En la
cerveza, por ejemplo, se han reportado concentraciones de OTA de hasta 75.10 pg/kg, lo cual

sobrepasa el consumo permitido por ciertas entidades (Schabo et al., 2021).

Para abordar este problema, se ha investigado la eliminacion de la OTA en los distintos
alimentos contaminados. No obstante, la solucion a este desafio ha sido poco estudiado en
cerveza, y el procedimiento mas frecuente para la remocion es modificar ciertos factores en
la produccion de dicha bebida. Sin embargo, es necesario la creacion de nuevas alternativas

gue solucionen dicho contratiempo, entre estas se destaca el uso de nanoparticulas.

Las nanoparticulas son catalogadas como estructuras de un tamafio que va entre 1 y 100
nandmetros. Entre sus principales aplicaciones se encuentra el diagnostico de enfermedades,
encapsulaciones, restauraciones dentales y eliminacion de contaminantes mediante adsorcion
(Najahi-Missaoui et al., 2021).

En este contexto, el presente trabajo propone la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas
de CaCOsg, las cuales seran utilizadas para adsorber la OTA presente en la cerveza, dar
solucion a dicha problematica y de esta manera lograr una inocuidad alimentaria para los
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consumidores al ofrecer un producto en particular muy consumido sin sustancias externas

que puedan causar un problema de salud en las personas.



2. ANTECEDENTES

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina que puede estar presente en diversos productos
alimenticios (incluyendo la cerveza), debido a que gran parte de los productos agricolas son
utilizados como materias primas. Esta es considerada toxica y posible cancerigeno para los
humanos, causando distintas afecciones. La OTA es un compuesto quimico muy estable; por
tal motivo, el procesamiento ordinario de los alimentos no logra su eliminacién. Es por ello

que se han estado investigando distintos métodos para removerla (Bui-Klimke & Wu, 2015).

Para la remocion de OTA en cerveza se han evaluado diversas estrategias que incluyen
métodos bioldgicos, quimicos y fisicos. Dentro de los métodos bioldgicos se encuentra la
degradacidn por la enzima peroxidasa (POD), realizada por De Oliveira y colaboradores en
el 2020. El porcentaje de degradacion de OTA en la cerveza fue de 4.8% consecuencia de la

capacidad de oxidacion de la POD.

En lo que respecta a los metodos fisicos, se han reportado la utilizacion de cartuchos de
inmunoafinidad de limpieza (IAC), polimeros impresos moleculares (MIP), cartuchos de
limpieza Mycospin ™, Mycosep ™ y HLB SPE; donde se obtuvieron resultados de
eliminacion de 21.44%, 33.14%, 9.22%, 31.69% Yy 5.42%, respectivamente, en una
concentracion de OTA de 2 pg/L (Prelle et al., 2013).

En otros estudios empleando coadyuvantes de filtracion para removerla, alcanzaron
porcentajes de remocién de 5.7% usando diatomita, y 88% al utilizar ceniza de cascara de
arroz durante 60 minutos (Lulamba et al., 2019)).

Uno de los métodos mas importantes es el de adsorcion, donde el carbon activado es uno de
los adsorbentes mas empleados en la cerveza, incluso ya existe una dosis maxima limite que
puede presentar esta bebida (1 g/L), sefialada por la Comision Europea (Ding et al., 2023).
Otros adsorbentes también usados son el gel de silice, el florisil, el estireno divinilbenceno y
la celita (Belajova et al., 2007).

No obstante, la mayoria de los materiales empleados son de alto costo y pueden provocar
cambios en las caracteristicas organolépticas de la bebida, ademés de que a menudo no logran
un porcentaje de remocion elevado (Ding et al., 2023). Esto ultimo puede ser mejorado al

manejar los materiales a nivel nanométrico. El uso de la nanotecnologia permite obtener



materiales con una alta area superficial especifica, lo que permite utilizar concentraciones de
adsorbente mas bajas en comparacién con los materiales convencionales, obteniéndose una

adsorcion mas rapida y una eficiencia mas alta (Sadegh et al., 2017).

En los ultimos afios, se ha extendido el uso de nanoparticulas como adsorbentes en la
industria de alimentos y bebidas. Por mencionar algunos avances obtenidos que sirven como
antecedentes para este trabajo, se tiene lo reportado por Shuwen Wang y colaboradores en el
2020, quienes prepararon nanoparticulas magnéticas de quitosano funcionalizadas con
aptamero con el fin de extraer selectivamente la Ocratoxina A (OTA) de alimentos. La
sintesis se realizd bajo el método de coprecipitacion. La caracterizacion se efectu6 mediante
SEM, TEM, FT-IR, XRD, andlisis termogravimétrico (TGA) y medicion de propiedades
magnéticas. Los resultados obtenidos indican que este adsorbente magnética es apto para la

extraccion eficiente de OTA en alimentos.

Otro estudio es el reportado por Tian y colaboradores en el 2013. La investigacion traté de
construir nanoparticulas de Fes3Os funcionalizadas con pilaresareno como adsorbente
magnético de extraccion en fase sélida para el analisis de residuos de pesticidas en muestras
de bebidas. Los investigadores realizaron estudios de caracterizacion y capacidad de
adsorcion donde concluyeron que las nanoparticulas reconocieron y recuperaron los

plaguicidas con una alta selectividad y éxito.

Al hablar del uso de nanoparticulas de CaCO3z como adsorbente, se ha encontrado su
aplicacion principal en la descontaminacion ambiental, especificamente en el retiro de
metales pesados en aguas residuales. Islam y colaboradores, en el 2017, decidieron purificar
las aguas residuales mediante el método de adsorcion debido a su alta eficiencia, su
simplicidad y a su bajo costo. La eleccion del CaCOs se debiod a que es un material poroso
econdmico y no es dafiino para los humanos. Como precursores se utilizaron 10 mL de CaCl;
(0.165M) y 10 mL de NaxCOs (0.165M) como precursores, asi como CTAB como
estabilizante. Para la caracterizacion se utilizaron técnicas como UHR-FESEM, difraccion
de rayos X y UV-vis. Se obtuvieron particulas con forma de aguja y los resultados de
adsorcion fueron positivos ya que se logré eliminar el 99.9% de los iones de metales pesados
del agua residual hasta el nivel de agua potable en solo 9 minutos.



3. MARCO TEORICO
3.1 Cerveza
3.1.1 Aspectos generales, impacto social y economico

La cerveza es una bebida fermentada tradicional que se caracteriza por poseer una baja
graduacion alcohdlica, generalmente entre 4° y 5°. Presenta un aporte calérico moderado de
45 kcal/100 mL aproximadamente, y es rica en vitaminas hidrosolubles, fibra y minerales.
Otra de sus caracteristicas principales es su pH éacido, alrededor de 4.2. Para su elaboracion
se requieren cuatro ingredientes principales: cereales, agua lupulo y levadura. Esta bebida
contiene mas de 450 constituyentes, lo que la hace una mezcla compleja (Sanchez et al.,
2010; Morales-Toyo, 2018).

A nivel mundial, constituye el 78.2% del consumo de bebidas alcohdlicas, mientras que en
México representa el 93.3% (Gomez-Corona et al., 2016). De acuerdo con lo reportado en el
2022 por la organizacion Cerveceros de México, el pais ocupa el cuarto lugar en produccion
cervecera global, solo por detras de China, Estados Unidos y Brasil; asi como también es el
principal exportador a nivel mundial desde el 2010, obteniendo ganancias de 5,618 millones

de ddlares por dicho producto en el 2021.

3.1.2 Contaminacion de la cerveza por micotoxinas

Los cereales utilizados para elaborar la cerveza pueden presentar contaminacion debido a
que en estos productos hay probabilidad de crecimiento de diversos hongos filamentosos
como Aspergillus, Penicillium y Fusarium, los cuales tienen la capacidad de sintetizar
toxinas (Marquez-Benavides et al., 2022). La contaminacion por micotoxinas en los cereales
dependera de diversos factores, como la resistencia genética del cultivo, las condiciones
ambientales de temperatura y humedad, el dafio causado por insectos, el almacenamiento
inadecuado y un secado deficiente. Cabe destacar que la contaminacion de las materias
primas puede presentarse en distintas etapas de la cadena de produccion (Khodaei et al.,
2021). Por ejemplo, la presencia de micotoxinas puede aumentar durante la produccion de la
cerveza, esto debido a que en los procesos de germinacion, horneado y molienda se fomenta

el crecimiento de hongos y la acumulacién de micotoxinas. Ademas, durante la maceracion,



la adicion de ingredientes no malteados podria ser una fuente adicional de contaminacion
(Pascari et al., 2018).

Las micotoxinas son definidas como metabolitos secundarios producidos por hongos. Estas
se pueden encontrar de manera natural en varios productos agricolas empleados como

materias primas en la preparacion de alimentos (Pascari et al., 2022).

La presencia de distintas micotoxinas se evalia de acuerdo con el cereal utilizado como
materia prima en la elaboracion de la cerveza. En la cebaday el trigo se presenta la ocratoxina
A (OTA), los tricotecenos (TCT), la zearalenona (ZEA), y ocasionalmente las aflatoxinas
(AF). Respecto al maiz, existe la presencia de fumonisinas (FB), tricotecenos y aflatoxinas
(Chiotta et al., 2020).

Estas micotoxinas se clasifican de acuerdo con la gravedad de sus efectos. La Agencia
Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) considera al grupo 1 como
cancerigeno para los seres humanos, en este grupo se encuentran las aflatoxinas. EI grupo 2B
se define como posible cancerigeno para los seres humanos, la OTA y las FB estan
clasificadas aqui. Por su parte, en el grupo 3 se encuentran toxinas como tricotecenos y
zearalenona, las cuales no son consideradas toxinas cancerigenas humanas (Khodaei et al.,
2021).

3.2 Ocratoxina A (OTA)

La ocratoxina A (OTA) es definida como un metabolito secundario producido por las
especies de hongos Aspergillus y Penicillium. En el caso del género Aspergillus, se desarrolla
en un intervalo de temperatura 6ptimo de 24 a 30°C, por lo que su crecimiento esta asociado
a los climas céalidos y tropicales; la principal especie productora de OTA en alimentos es

Aspergillus ochraceu (Lulamba et al., 2019b).

Por su parte, el género Penicillium crece a un intervalo de temperatura entre 0 y 31°C, este
rango indica que la contaminacion puede presentarse tanto en climas templados como frios;
las especies con mayor produccion de OTA en alimentos son P. verrucosum y P. viricatum
(Lulamba et al., 2019b).

Aunado a esto, Aspergillus y Penicillium crecen a niveles de actividad de agua (aw) de 0.83

y 0.80, respectivamente. Los cereales, por su parte, son afectados por microorganismos a un
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rango de actividad de agua entre 0.85 y 0.60; Esto indica que los géneros mencionados
pueden afectar los cereales, debido a que su crecimiento ocurre dentro del rango en el que
los cereales pueden experimentar cambios sensoriales y contaminacién (Ravelo Abreu et al.,
2011).

La OTA est&d compuesta por un amino&cido fenilalanina con la dihidroisocumarina unida por
un enlace peptidico (Figura 1). Su nombre quimico es: L-fenilalanina, N- [(5-cloro-3,4-
dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1- H -2-benzopirano-7-il) carbonilo-isocumarina (Malir et
al., 2016). Es un compuesto solido, inodoro y considerada una sustancia de bajo peso
molecular, con una masa de 403.8g/mol, y un acido orgéanico débil con dos valores de pKa
cercanos a 4.4y a 7.1 (Khaneghah et al., 2019). La OTA es capaz de emitir fluorescencia al
ser excitada con luz ultravioleta, especificamente, poseera una fuerte fluorescencia verde bajo
la luz UV en medio acido, mientras que tendra una fluorescencia azul intensa en condiciones

alcalinas (Bueno et al., 2017).

(o
ochratoxin A (OTA)

Figura 1. Estructura quimica de Ocratoxina A (Zapas$nik et al., 2022)

Esta micotoxina es muy soluble en disolventes organicos polares, como los alcoholes, a un
pH neutro y acido; mientras que es poco soluble en agua e insoluble en hidrocarburos
saturados y éteres de petroleo (Nourbakhsh & Tajbakhsh, 2021).

Una de las caracteristicas mas representativas de OTA es su alta estabilidad, pues se ha
demostrado su gran resistencia a las altas temperaturas y a la acidez. Por lo que, una vez
contaminados los alimentos, es muy complicado eliminarla. Se ha reportado que la OTA, en
condiciones normales de coccion, solo puede ser degradada de forma parcial; e incluso es
capaz de resistir mas de dos horas de esterilizacion con vapor a alta presion (121°C), y no se

destruye completamente al alcanzar una temperatura de 250°C. Aunque es importante



mencionar que la exposicion a la luz fluorescente es un factor de degradacion (Lulamba et
al., 2019).

3.2.1 Toxicidad de la ocratoxina A

La OTA puede causar nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, inmunosupresion, genotoxicidad,
teratogenicidad, neurotoxicidad y carcinogénesis en humanos. El hecho de que el cuerpo
humano esté expuesto a alimentos contaminados con OTA, aumenta la probabilidad de
contraer algunas de las afecciones ya mencionadas, por ejemplo, se ha encontrado una
relacion entre el cancer testicular y el consumo de OTA (Leitdo, 2019).

Cabe destacar que también se puede presentar una intoxicacion aguda de OTA cuyos
sintomas van desde la pérdida de peso hasta las hemorragias multifocales en érganos y
trombosis (Ravelo Abreu et al., 2011).

La OTA presenta una vida media de eliminacion prolongada, en el caso de los cerdos, esta
oscila entre las 72 y 120 horas, y en los humanos alcanza las 840 horas, lo que equivale a 35
dias (Chain et al., 2020).

Tras su ingesta, la OTA es absorbida en el tracto gastrointestinal y pasa a la circulacion
sistémica, donde se une a la albimina y otras proteinas séricas, esta reabsorcion favorece la
distribucion de la OTA hacia diferentes tejidos, lo que trae como consecuencia una vida
media de eliminacién mas prolongada. La reabsorcion de la OTA desde el intestino hacia la
circulacién se produce en los tabulos proximales y distales del rifién, mientras que la
acumulacién se da en los érganos con mayor actividad metabolica como higado y rifidon, por
ende, las concentraciones mas altas de esta micotoxina se encuentran en dichos lugares, asi

como en sangre y tejidos (Chain et al., 2020).

3.2.2 Legislacion de ocratoxina A en alimentos

Desde el punto de vista internacional, existe la pauta CXS 193-1995 del Codex Alimentarius,
la cual es una norma general para los contaminantes y las toxinas presentes en los alimentos
y piensos. Esta norma fue establecida en 1995, y su ultima actualizacion se presento en el
2019. En ella se establece el nivel maximo de OTA que esta permitido en el trigo, la cebada

y el centeno, el cual es de 5 pg/kg (Codex-Alimentarius, 2019).
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Por su parte, la Comision Europea publico el Reglamento (CE) 472/2002, el cual también
establece los niveles maximos de OTA; este estatuto ha estado en constante cambio.
Actualmente, el Reglamento (UE) 2022/1370 es el que esta en vigor a partir del 01 de enero
de 2023, y establece que, en los cereales no elaborados, el limite maximo de esta micotoxina
es de 5 pg/kg; mientras que, en los productos derivados de los cereales no elaborados, asi
como en las bebidas alcohdlicas a base de malta es de 3 pg/kg (Comision-Europea, 2022).
Cabe mencionar que este reglamento no establece un nivel maximo de OTA especifico para

la cerveza, por lo que ésta podria entrar en las dos Ultimas categorias mencionadas.

Desafortunadamente, en México la regulacién de las micotoxinas es deficiente, tan solo se
ha establecido la NOM-188-SSA1-2002 para regular los niveles de aflatoxinas en ciertos
alimentos (Secretaria-de-Salud, 2002), pero ésta es el Gnico indicio de legislacion para

micotoxinas que se tiene en el pais.

3.2.3 Presencia de ocratoxina A en granos y cereales

A pesar de los limites establecidos por los organismos correspondientes, la presencia de
ocratoxina A los sobrepasa en algunas ocasiones. En la tabla 1 se presentan las
concentraciones de OTA en distintos cereales, los resultados reportados por Kuruc y
colaboradores en el 2015 demostraron que tanto la cebada como el trigo exceden por mucho
el limite permitido (5 pg/kg) con valores de hasta 47 pg/kg. Los estudios realizados por Malir
y colaboradores en el 2016 también exhibieron un exceso de OTA en el trigo (18 pg/kg). Por
su parte, las investigaciones de Gruber-Dominger en 2019 mostraron una alta contaminacion
de OTA en maiz y cebada (14 pg/kg y 9 pg/kg respectivamente). Por Gltimo, Waji Ul Hassan

y colaboradores en el 2020 reportaron una concentracion de OTA de 38 pg/kg en el maiz.

En la tabla 2 se presentan las concentraciones de OTA en cerveza, los estudios de Ravelo
Abreuy colaboradores en el 2011 identificaron una concentracion de 8.35 pg/kg en la cerveza
tradicional, lo cual sobrepasa los limites maximos de OTA (3 pg/kg). Del mismo modo, las
investigaciones de Silva y colaboradores en el 2020 exhibieron una concentracion de OTA
de 3.51 pg/kg en la cerveza de Portugal. Finalmente, Schabo y colaboradores en el 2021
reportaron un exceso de OTA en la cerveza de la Provincia de Gauteng y de Brasil,

obteniendo una concentracion de 75.10 pg/kg y 5.86 pg/kg, respectivamente.
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Tabla 1. Concentracion de OTA en diferentes granos de cereal.

Concentracion

Tipo de Pais Namero de Ocurrencia media de OTA Referencia
cereal muestras (%)
(Hg/kg)
Cebada Esr:f‘ggi 49 8.2 47.28 (Kuruc et al., 2015)
Trigo Esr:?ggs 21 95 6.42 (Kuruc et al., 2015)
T({;%‘;(fae Bélgica i : 17 (Malir et al., 2016)
-g;%z;: Francia - - 18 (Malir et al., 2016)
. ) (Gruber-Dorninger et al.,
Maiz 6388 5 14 2019)
. i (Gruber-Dorninger et al.,
Trigo 1973 9 5 2019)
) (Gruber-Dorninger et al.,
Cebada 730 6 9 2019)
. - (Wajih Ul Hassan et al.,
Maiz Pakistan 46 71 38 2020)
Maiz 5??3(‘)’; 144 53 0.61 (X. Li etal., 2021)
Maiz Vietnam 189 13.7 3.87 (Do et al., 2020)

Tabla 2. Concentracion de OTA en diferentes cervezas.

Numero Ocurrencia Concentracion
Cerveza Pais de media de OTA Referencia
(%)
muestras (Hg/kg)

Cerveza . (Ravelo Abreu et al.,
tradicional Japon i i 8.35 2011)
Lagery Ale Portugal 84 10.6 3.51 (Silva et al., 2020)
Tradicional Espafia 40 20 1.83 (Carballo et al., 2021)

Porter Polonia 5 100 0.11 (Grajewski et al., 2019)
Provincia
Tradicional de 33 9 75.10 (Schabo et al., 2021)
Gauteng

Cerveza Brasil 33 15 5.86 (Schabo et al., 2021)

tradicional
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3.3 Remocion de ocratoxina A

Debido a los riesgos que representa la presencia de OTA en insumos y alimentos, es
importante removerla (Horky et al., 2018). Para ello, existen los métodos de
descontaminacion, los cuales se clasifican en tres tipos: bioldgicos, quimicos y fisicos.
Dentro de los métodos biologicos se han empleado algunos microorganismos para la
degradacion de la micotoxina. Mientras que en los métodos quimicos se han utilizado
enzimas, acidos organicos, sustancias alcalinas, compuestos altamente oxidantes, agentes

reductores, entre otros (Ding et al., 2023).

En la actualidad, dentro de las técnicas fisicas de eliminacion destaca el procesamiento de
cualquier alimento, en donde la cerveza no es la excepcion, pues la remocién mas comun se
da mediante la modificacion de ciertas etapas de la elaboracién de dicha bebida, no obstante,
estas modificaciones traen como consecuencia cambios en las caracteristicas organolépticas

de la cerveza, y los porcentajes de remocién no son altos (Lulamba et al., 2019).

La remocién de OTA por otros métodos fisicos presenta algunas ventajas como el bajo costo,
el bajo impacto ambiental, operaciones simples y efectivas. La radiacion, la aplicacion de
calor y la adsorcion son algunos de los métodos méas empleados. En el proceso de adsorcién
para la remocion de la OTA en matrices alimenticias se han empleado diversos compuestos
como materiales de origen vegetal, materiales inorganicos y materiales organicos sintéticos
(Ding et al., 2023).

Cabe destacar que la adsorcién es considerada un método econémico, amigable con el medio
ambiente y, ademas, es de facil manipulacion para eliminar la OTA. Se ha reportado que la
adsorcion, es un fenomeno de superficie en el cual se ven involucradas las fuerzas de Van
der Waals e interacciones electrostaticas entre la carga negativa de la OTA y la carga positiva
del adsorbente. Sin embargo, los factores que influyen en el proceso de adsorcion incluyen
el tamafio de poro, la carga superficial, la distribucion de cargas, y el area superficial
especifica del adsorbente. En la Gltima década, los nanomateriales surgen como una
alternativa para la remocion de micotoxinas, principalmente debido a sus propiedades Gnicas
como su alta area superficial especifica, caracteristica importante para los procesos de
adsorcion (Horky et al., 2018; Ding et al., 2023).
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3.4 Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como la manipulacién de la materia a nivel atdmico y molecular.
Esta tecnologia permite desarrollar nanomateriales de alto impacto en la sociedad. Las
propiedades fisicas y quimicas que presentan los nanomateriales son Unicas y éstas son
aprovechadas para aplicaciones novedosas en beneficio de la sociedad (Bhushan, 2017). Los
nanomateriales han sido considerados prometedores para tratar los contaminantes tanto
organicos como inorganicos. Entre los materiales mas utilizados se encuentran los
nanocatalizadores. Las superficies funcionalizadas, los recubrimientos y las nanoparticulas
(El-sayed, 2020).

Las nanoparticulas (NPs) se definen como estructuras con un tamafio inferior que oscila entre
1y 100 nanémetros. En general, se pueden obtener nanoparticulas de diversas clases de
diversas clases de materiales como metales, O0xidos metélicos, aleaciones, materiales
organicos, poliméricos, y materiales compuestos. No hay propiedades generales para ellas
debido a que sus propiedades funcionales dependen de su tamafio, estructura y material
(Najahi-Missaoui et al., 2021).

3.5 Nanoparticulas de carbonato de calcio (CaCO3)

El carbonato de calcio (CaCOs3) es un mineral abundante en la corteza terrestre, el cual se
extrae normalmente de rocas calizas. Presenta tres estructuras cristalinas diferentes en la
naturaleza: la calcita, la vaterita y la aragonita. La calcita es la mas estable en condiciones
normales de temperatura y presion. Esta presenta un sistema cristalino trigonal; mientras la
aragonita es ortorrombica; y, por ultimo, la vaterita es un sistema cristalino hexagonal y

morfologia esférica (Takabait et al., 2016).

A diferencia del carbonato de calcio convencional, las nanoparticulas de CaCOs exhiben
caracteristicas novedosas debido a una gran cantidad de valencias insatisfechas en la
superficie, esto lleva a un tamafo pequefio y un area de superficie alta. Se caracteriza también

por biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad (Moghazy & Taha, 2022).

Las nanoparticulas de CaCOz son utilizadas ampliamente en la industria por su gran
porosidad, alta superficie, baja toxicidad y bajo costo. Se emplea en la fabricacién de
plasticos, caucho, fabricacién de pintura y papel, con el fin de mejorar los rendimientos de

produccién y reducir costos. En el campo ambiental, participa en la deteccion de toxicos.
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Dentro de la industria alimentaria, son usadas para la inmovilizacién de enzimas, como
catalizador, y mas reciente, su aplicacion en biosensores para estimar la frescura de mariscos.
También se ha llegado a utilizar en la industria médica y farmacéutica debido a sus beneficios

para el desarrollo normal de huesos y esqueleto (R. Febrida et al., 2021).

En los altimos afios, las nanoparticulas de CaCOs se han aplicado como adsorbentes, con el

objetivo de eliminar de manera eficaz, ciertos contaminantes (Moghazy & Taha, 2022).

3.5.1 Sintesis de nanoparticulas de CaCO3

Los métodos de sintesis son definidos como un grupo de procesos llevados a cabo para
obtener nanoparticulas. Hay distintos métodos para sintetizar nanoparticulas de CaCOs3, la
eleccion dependera de las propiedades que se requiera tengan dichas nanoparticulas y el uso
que se les dard, sin embargo, normalmente los métodos se clasifican en dos grandes clases
principales: el enfoque Bottom-Up y el enfoque Top-Down (Borja-Borja & Rojas-Oviedo,
2020).

La sintesis Top-Down, también conocida como sintesis de arriba hacia abajo, implica la
reduccion de tamafio micrométrico del material hasta alcanzar la escala nanométrica (0.1-
100). Los métodos mas relevantes de este enfoque son molienda de alta energia, ablacion con
laser y pirdlisis, por mencionar algunos. Por su parte, la sintesis Bottom-Up, conocida
también como sintesis de abajo hacia arriba, es una aproximacion donde las nanoparticulas
se forman a partir de &tomos o moléculas, es decir, emplea un enfoque de construccién. Los
métodos mas relevantes de este enfoque son la reduccion quimica, sol-gel, hidrotérmico y

precipitacion (Khan et al., 2019).

El método de precipitacion es uno de los mas empleados por su simplicidad, su bajo costo, y
escalabilidad, aunado a ello, con este método se logra un mejor control de los pardmetros de
sintesis (Atul et al., 2021).

El método de precipitacion utilizado para la sintesis de CaCOg, implica la formacién de
particulas a partir de disoluciones acuosa que contienen iones de calcio y de carbonato.
Generalmente, el carbonato de sodio (Na2CO3), el cloruro de calcio (CaClz), o nitrato de
calcio (Ca (NOg)2), son los precursores mas comunes. La reaccién se representa en la

siguiente ecuacion:

15



CaCl, (aqg) + Na, CO , (aq) — CaCO , (s) + 2NaCl (aq)

Es una reaccion de doble desplazamiento y de precipitacion. Ambos precursores son
compuestos ionicos, asi que el Ca®* y el Na* van a cambiar de lugar, dando paso asi a la
reaccion de doble reemplazo. Los precursores estan en estado acuoso y se disolveran en agua,
al reaccionar se forma CaCOz que es practicamente insoluble y por tanto precipita; también
se produce cloruro de sodio (NaCl), el cual es soluble y por tal motivo queda disuelto en el
agua (R. Febrida et al., 2021).

Uno de los antecedentes de la sintesis de Carbonato de calcio (CaCOs3) fue realizado por Wei,
W y colaboradores en el 2008, donde utilizaron cloruro de calcio (CaCl) y carbonato de
sodio (Na2COs3), ambos al 0.2M, como precursores de la sintesis, y eligieron el colageno

como estabilizante para el proceso, el cual se llevo a cabo a una temperatura de 30°C.

Algunos de los antecedentes de la sintesis de Carbonato de calcio (CaCOs3) fue realizados en
el 2011. El grupo conformado por Romuald Babou-Kammoe y colaboradores, asi como Guo
Gao y colaboradores, realizaron la sintesis de nanoparticulas y microparticulas de CaCOs3
respectivamente. Los primeros utilizaron como precursores el Ca(NO3). (0.1M) y el Na;COs
(0.15M), y evaluaron la influencia de los factores involucrados en la reaccion hacia la
morfologia y tamafio de las nanoparticulas. Los mejores resultados se obtuvieron al realizar
la sintesis a temperatura ambiente, por mas de 60 minutos, a una velocidad de 14000 rpm.
Por su parte, Gao y colaboradores usaron 40 mL de CaCl, (0.2M) y 40 mL de Na;CO3
(0.21M) como precursores, asi como CTAB como estabilizante. Esta reaccion se efectuod a

temperatura ambiente.

Donatan y colaboradores, en el 2016, realizaron particulas de CaCOs, y al igual que Babou-
Kammoe y colaboradores, decidieron evaluar la influencia de los factores involucrados en la
sintesis hacia las caracteristicas de las particulas. En este estudio se usaron el CaCl> y el
Na>COscomo precursores, y etilenglicol como estabilizante; dentro de los factores evaluados
se encontraron la concentracion, la temperatura, la velocidad de agitacién y el tiempo de
reaccion. La mejor concentracion fue al 0.1M y al 1M respectivamente, mientras que el

tiempo de reaccion 6ptimo fue de 30 minutos, a temperatura ambiente, con una velocidad de

16



agitacion de 600 rpm y un pH de 9.5; estos parametros dieron como resultado nanoparticulas

esféricas, con un tamafio de 40 nm.

3.5.2 Nanoparticulas de CaCO3 como adsorbente

La contaminacion de agua es uno de los grandes problemas en el mundo; para su
descontaminacion se han probado diversas tecnologias, una de ellas es la adsorcion. Los
materiales porosos, como el carbonato de calcio, han despertado un gran interés en la
investigacién para utilizarse como adsorbentes, esto por su accesibilidad y el hecho de que
es inofensivo para los humanos. EI CaCOs se ha utilizado como adsorbente para eliminar los
metales pesados del agua (P. Wang et al., 2020). Del mismo modo, se ha probado su gran
eficiencia para adsorber demas contaminantes presentes en el agua, por ejemplo, el fosfato,
fésforo, azul de metileno, aceites, colorantes anidnicos y cationicos, asi como compuestos de
benceno (Sheng et al., 2023).

También se ha demostrado que la adsorcion de los contaminantes del aire por CaCOs3 es
eficiente, ya que este material se ha utilizado para eliminar CO2 debido a sus mdltiples
microporos; ademas, también es usado para separar el CHs4 del CO> mediante la misma
técnica de adsorcion (Eftekhari et al., 2024).

En el sector médico, se han establecido con éxito nanoparticulas de CaCOsz junto con
poliestireno para adsorber la bilirrubina del plasma humano (Chen et al., 2018). De igual
forma, se ha observado la utilizacion de este material para adsorber farmacos, con el fin de

que se liberen en el cuerpo posteriormente (Render et al., 2014).

Dentro de la industria alimentaria se ha implementado el CaCOs3 para adsorber el B-caroteno
con el objetivo de formar una laca colorante de calidad alimentaria (Liu et al., 2024). De
igual forma, se ha empleado como adsorbente de la acidez en la produccion de jugo de uva
(Rezaei et al., 2020).

Sin embargo, hasta el momento no hay estudios previos del uso de CaCO3z como adsorbente
para la descontaminacion de alimentos que contienen micotoxinas. No obstante, ya hay
estudios que demuestran la efectividad de nanoparticulas hechas de otros materiales (Fez0a)
para remover micotoxinas en alimentos como el jugo de frutas y en mezclas de maiz (Hamad
etal., 2023).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La industria cervecera es muy importante a nivel nacional e internacional. En el caso
especifico de México ocupa el tercer lugar de consumo en América Latina pues se estima un
consumo per cépita de 68 L por afio, es decir, una persona consume 1.3 L de cerveza por
semana. Dentro de la produccién a nivel internacional, México ocupa el cuarto lugar como
productor, el primero como exportador, y el quinceavo como importador de este producto
(INEGI, 2021).

Para la produccion de esta bebida alcoholica se necesitan diversas materias primas, y una de
ellas son los cereales, tales como la cebada, el cual es el mas utilizado, el trigo y el maiz. Sin
embargo, debido a su alta demanda durante el afio, los agricultores deben mantener los
cultivos, y para ello utilizan productos como plaguicidas y fertilizantes quimicos los cuales
inducen a la proliferacion de especies fungicas, como Aspergillus y Penicillium, y éstas a su
vez son las encargadas de sintetizar la ocratoxina A, la cual es una micotoxina que provoca
la contaminacién en dichos cereales. Aunado a esto, las malas précticas de transporte y
almacenamiento también inducen la contaminacion por esta micotoxina, como consecuencia

de la existencia de alta humedad (Marquez-Benavides et al., 2022).

La ocratoxina A permanece en los cereales, en el proceso de produccion de la cervezay, por
ende, en el producto final; y debido al mecanismo de toxicidad que ejecuta, la ingesta de ésta
induce la inhibicion en la sintesis de proteinas, la inhibicion de la respiracién mitocondrial y
provoca dafios al ADN, lo que trae como consecuencia problemas en la salud, causando
nefropatia, neurotoxicidad, inmunosupresion, por mencionar algunas patologias; incluso ha

sido catalogada como posible carcindgeno humano (Serrano-Coll & Cardona-Castro, 2015).

La reduccion de la concentracion de ocratoxina A en la cerveza es un tema fundamental
debido a que este producto es de alto consumo, sin embargo, en la actualidad la informacién
acerca de este tema es escasa en comparacion con su impacto. Aunado a esto, las
investigaciones encontradas tratan de reducir la micotoxina a través del procesamiento de los
cereales principalmente, pero no se ha analizado la utilizacion de otros procesos a fondo para
este producto en particular, no obstante, en alimentos especificos, se ha estudiado la

utilizacion de nanoparticulas como una eleccién para reducir las micotoxinas, esto se debe a
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que las nanoparticulas presentan una alta actividad superficie/ volumen que permite la

eliminacion de ciertos contaminantes (Moghazy & Taha, 2022).

Por lo que la utilizacién de las nanoparticulas de CaCOs para la adsorcion de micotoxinas
como la ocratoxina A en productos alimenticios, particularmente en la cerveza, permitira
ofrecer ser una alternativa a la industria cervecera para mejorar la calidad sanitaria del

producto.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de carbonato de calcio y evaluar su capacidad para

adsorcion de ocratoxina A presente en cervezas.

5.2 Objetivos especificos

Establecer las condiciones Optimas de sintesis de las nanoparticulas de CaCOs
empleando el método de precipitacion.

Caracterizar las nanoparticulas de CaCO; para conocer sus propiedades
fisicoquimicas (tamafio, forma y porosidad) y estructurales (microestructura, tamafio
de grano) empleando técnicas como SEM, difraccidon de rayos X, espectroscopia
FTIR, potencial zeta y punto de carga cero.

Evaluar la capacidad de adsorcion y desorcion de OTA empleando nanoparticulas de
CaCOs, considerando factores como el tiempo, la temperatura, efecto de la

concentracion del adsorbato y el adsorbente.
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6. HIPOTESIS

Considerando que se han obtenido resultados positivos en la remocién de micotoxinas
mediante el uso de nanoparticulas en otros alimentos, tales como el jugo de frutas, se sugiere
que la adsorcion de la ocratoxina A en la cerveza serd posible mediante la utilizacion de

nanoparticulas de carbonato de calcio (CaCOs).
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7. MARCO METODOLOGICO

7.1 Materiales
Los reactivos utilizados para la sintesis de CaCOs fueron cloruro de calcio (CaClz), carbonato
de sodio (Na.COz) y amilopectina. Todos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y utilizados

sin ninguna purificacion. Como disolvente se utilizé agua desionizada.

Para las pruebas de adsorcion se uso la ocratoxina A, la cual también fue adquirida en Sigma-

Aldrich. Las cervezas fueron de tipo artesanal, adquiridas en supermercados.

7.2 Métodos

7.2.1 Sintesis de nanoparticulas de carbonato de calcio

Las nanoparticulas de CaCOs fueron sintetizadas empleando el método de precipitacion. Para
ello, se llevaron a cabo cuatro sistemas de sintesis diferentes. En el primer sistema, se prepar6
una solucion de 100 mL, a una concentracion de 0.15 M que contenia CaCl, (0.5 M) y
Na.COz (0.5 M) como precursores, y se utilizé amilopectina (0.1% p/v) como estabilizante.
Este proceso se efectud a una temperatura de 80°C. El segundo sistema se considerd un
control y se desarrollé bajo condiciones idénticas al primero, a excepcion de que no se afiadio
el estabilizante.

En la tercera sintesis, se emplearon los mismos reactivos y estabilizante mencionado, pero la
reaccion se llevd a cabo a una temperatura de 30°C en lugar de 80°C. Finalmente, el cuarto
sistema correspondio al control del tercero, manteniendo los mismos reactivos y condiciones,

pero sin agregar amilopectina.

Las cuatro soluciones acuosas se dejaron en reposo durante 24 horas. Transcurrido el tiempo,
se realizaron los lavados de las muestras, para ello los cuatro sistemas se centrifugaron a 7000
rpm (centrifuga 5810 R, Eppendorf, Alemania) durante 5 minutos y se resuspendid el

precipitado en agua desionizada. El proceso se realiz6 por triplicado.

A continuacion, las muestras se sometieron a un proceso de secado en un horno de
conveccién (Binder modelo RE-115, Tuttlingen, Alemania), a una temperatura de 130°C
durante 2 horas. Al finalizar este proceso, se separaron 300 mg de cada muestray se procedio

a su calcinacién en una mufla a 350°C por 2 horas.
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7.2.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de carbonato de calcio

Espectroscopia de infrarrojo transformado de Fourier (FT-IR)

Se empled la técnica de espectroscopia de infrarrojo transformada de Fourier (FT-IR) para
identificar los polimorfismos presentes en las nanoparticulas de CaCOs. Las muestras se
sometieron a andlisis utilizando un espectrofotdmetro FTIR Frontier SP8000 (Perkin Elmer,
ubicado en Waltham, MA, EE. UU), equipado con un detector de sulfato de triglicina
deuterado y controlado mediante el software Spectrum 10.4.2 (Perkin Elmer Ltd, Bucks,
Reino Unido).

Para llevar a cabo dicha técnica, las nanoparticulas se colocaron sobre el cristal de reflexion
total atenuada (ATR). Los espectros se registraron en modo de transmitancia, abarcando un
rango de nimero de onda que iba desde los 400 hasta los 4000 cm™, a una resolucion de 4

cm coadyuvando 16 escaneos (Estrada-Urbina et al., 2018).

Difraccion de Rayos X (XRD)

Para el analisis estructural de los cristales se emple6 la técnica de difraccion de rayos X. Los
datos de XRD de las NP de CaCOs se registraron con un difractometro Rigaku 2100 (Rigaku
Co., Tokio, Japdn), usando radiacion de Cu Ka y una fuente de alimentacion fija de 30 kV y
20 mA. Los patrones de difraccion de polvo se obtuvieron en la region 2 0, desde 10° hasta
70°, con una velocidad de escaneo de 10°/min, utilizando un tamafo de paso de 0,02°. Los
pardmetros de la red cristalina de los polvos de estudio se calcularon mediante la ecuacion
de Scherrer (Hernandez-Meléndez et al., 2018).

D= kA
~ B.cosb

Donde D representa el tamafio de los cristales; k es el coeficiente de Scherrer (0.9); A es la
longitud de onda de los rayos X (1.5406 A), B es el ancho total a la mitad del maximo en

radianes; y @ corresponde al &ngulo de Bragg (2 € ) (Hernandez-Meléndez et al., 2018).

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia, tamafio y porosidad de las NP de CaCOz3 se examind mediante el uso de un
microscopio electronico de barrido (SEM) InTouch Scope (JEOL, JSM-6012LA, Tokio,

Japdn). Para mejorar la calidad de la imagen y la conductividad de las muestras, las
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nanoparticulas se recubrieron con una fina capa de oro, para ello se utiliz6 un recubridor de
pulverizacion catddica eléctrica (Denton Vacuum Inc., Desk V HP, Moorestown, NJ, EE.
UU.). El proceso de recubrimiento se llevé a cabo a una corriente de 7 mA durante 3
minutos. Las observaciones microscopicas se realizaron aplicando un voltaje de aceleracion
de 20 kV a una distancia de trabajo efectiva de 10 mm. Se utiliz6 el modo imagen de
electrones secundarios con un aumento de 1000x para una anélisis detallado de la estructura
(Maguey-Gonzalez et al., 2023).

Andlisis del punto de carga cero (PZC)

Se determind el pH pz siguiendo el método empleado previamente por Hernandez-Ramirez
y colaboradores en el 2021, con ciertas modificaciones. Se ajustaron 100 mL de agua
desionizada a distintos valores de pH (2,5, 7,9y 11), mediante la adicion de &cido clorhidrico
(HCI) al 0.1 M o hidrdxido de sodio (NaOH) al 0.1 M.

Posterior a ello, en diferentes vasos de precipitado, se colocaron 5mL de cada solucion y 25
mg de NP de CaCOs. Estas mezclas se agitaron a 250 rpm, a temperatura ambiente, durante
un periodo de 2 horas. El pH final (pHr) de cada suspension se determinado utilizando un
electrodo de vidrio (Conductronic PC-45, Puebla, México). A continuacién, se calculé la
diferencia de pH (ApH) para cada solucion. Finalmente, La ApH se grafico contra el pHi, y
el punto donde la curva corta la diagonal fue el valor de pH pzc.

Andlisis del potencial zeta y andlisis del tamaiio de particula

El andlisis del potencial se llevd a cabo utilizando el equipo ZetaSizer Pro (Malvern
Instruments, Malvern, Worcestershire, UK), a temperatura ambiente. Para este
procedimiento, se adicionaron 5 mg de las nanoparticulas de CaCO3 a una solucion de 10 mL
de agua desionizada con pH de 4 y se colocaron en una celda capilar plegable con electrodos
(DTS1070), con un periodo de equilibrio de 120 s. Las muestras se midieron por triplicado,
y cada medicidn incluyd 10 ejecuciones con el propdésito de obtener lecturas estables (Nava-
Ramirez et al., 2023).

Como mediciones extras, el ZetaSizer Pro obtuvo el tamafio de particula mediante la técnica

de luz dindmica (DLS) y el indice de polidispersidad (PDI).
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7.2.3 Estudios de adsorcion in vitro

Inoculacion de medio acuoso

Los primeros estudios se realizaron en agua desionizada ajustada a pH 4 (mediante HCI), con
el objetivo de emular las caracteristicas de la cerveza. El agua fue inoculada con la toxina a
100 pg/L. Para ello, se agregaron 130 pL de OTA concentrada (185 300 pg/L) a 250 mL de
agua desionizada a Ph4. La inoculacién se comprobd midiendo la emision de la OTA de la
solucion en un espectrofotometro de fluorescencia LS-55 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE.

UU.), a una longitud de excitacion de 333.

Estudios de adsorcion

Los estudios de adsorcion se llevaron a cabo en un sistema discontinuo, previamente descrito
por Martinez-Escutia y colaboradores en el 2022, con algunas adaptaciones. Los
experimentos se realizaron a una temperatura de 30°C, en matraces de 20 mL que contenian
5 mL de medio acuoso con OTA junto con las nanoparticulas de CaCO3 (2 g/L), asimismo,
se realizd un control que consistié en 5 mL de medio acuoso libre de OTA junto con las
mismas nanoparticulas (2 g/L). Los matraces se agitaron en un agitador rotatorio a 200 rpm
durante 60 minutos. Tras el proceso de adsorcion, las suspensiones fueron centrifugadas
(7000 rpm, 5 minutos) y analizadas en un espectrofotdmetro de fluorescencia LS-55 (Perkin
Elmer, Waltham, MA, EE. UU.). Los espectros se registraron en el rango de longitud de onda
de 350 a 650 nm, empleando una celda de cuarzo de 1 cm de trayectoria. El espectro de
fluorescencia se captur6 a una longitud de onda de excitaciéon de 333 nm. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. De este modo se determind cual muestra

sintetizada utilizar para los estudios de adsorcion posteriores.

Condiciones optimas de adsorcion en medio acuoso

Se analizaron distintos factores con el fin de encontrar las condiciones dptimas de adsorcién
(tabla 3). En primer lugar, se evalud la temperatura, después se valord la dosis del adsorbente
con el propodsito de encontrar la dosis dptima que permitiera alcanzar la tasa maxima de
adsorcion. Dicha dosis 6ptima de adsorbente fue seleccionada como punto de referencia para
todos los ensayos posteriores. Ademas, se investigaron los efectos de otros factores, como el
tiempo de contacto, y la concentraciéon del adsorbato (Martinez-Escutia et al., 2022). Las

muestras fueron agitadas en un agitador rotatorio a 200 rpm durante 60 minutos para luego
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ser centrifugas (7000 rpm, 5 minutos) y analizadas en un espectrofotometro de fluorescencia
LS-55 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE. UU.). El espectro de fluorescencia se capturd a una
longitud de onda de excitacion de 333 nm. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.

Tabla 3. Configuracion experimental para la adsorcion de ocratoxina A mediante
CaCOs en medio acuoso

Ejecucion Concentracion Dosis de Tiempo de Temperatura
Prueba expjerimental de ocratoxina adsorbente contactg (min) ?°C)
A (ng/L) (9/L)
1 Temperatura 100 0.125 20 4y 30
2 Dosis adsorbente 100 0.062-2 20 4
3 Tiempo de contacto 100 0.125 0-20 4
Concentracion del
4 12.5-100 0.125 5 4

adsorbato

La capacidad de adsorcion de OTA (mg/g) para las nanoparticulas se calcul6 utilizando la
siguiente ecuacion:

(CO - Ce)V

qe = m

Donde Co y Ce son las concentraciones inicial y de equilibrio de OTA (mg/L)

respectivamente, V es el volumen de la solucién (L) y m representa la masa del adsorbente

(9).

Inoculacion de cerveza

La toxina fue introducida en la cerveza a una concentraciéon de 100 pg/L. Para lograr esto, se
afiadieron 130 uL de una solucién concentrada de OTA (185 300 pg/L) a 250 mL de cerveza.
La introduccion de la toxina se verificO mediante la medicion de la emision de OTA en la
solucion utilizando un espectrofotometro de fluorescencia LS-55 (Perkin Elmer, Waltham,

MA, EE. UU.) con una longitud de excitacion de 333 nm.
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Estudios de adsorcion en cerveza (condiciones dptimas)

Los estudios de adsorcidon se llevaron a cabo en un sistema discontinuo, al mismo tiempo se
evaluaron los parametros Optimos de adsorcion (tabla 4). Primero se evalud la temperatura
Optima, para ello los experimentos se realizaron a una temperatura de 4°C y 30°C, en
matraces de 20 mL que contenian 10 mL de cerveza con OTA junto con las nanoparticulas
de CaCOz3 (0.125 g/L), asimismo, se realizo un control que consistio en 10 mL de cerveza
libre de OTA junto con las mismas nanoparticulas (0.125 g/L). Los matraces se agitaron en
un agitador rotatorio a 200 rpm durante 20 minutos. Tras el proceso de adsorcion, las
suspensiones fueron centrifugadas (7000 rpm, 5 minutos) y analizadas en un
espectrofotometro de fluorescencia LS-55 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE. UU.). Se
realizé el mismo procedimiento para evaluar las demas condiciones, adoptando los resultados
para las condiciones siguientes (Martinez-Escutia et al., 2022).

Tabla 4. Configuracion experimental para la adsorcion de ocratoxina A mediante
CaCOs en cerveza

Ejecucion Concentracion Dosis de Tiempo de Temperatura
Prueba expjerimental de ocratoxina adsorbente contactg (min) ?°C)
A (Hg/L) (g/L)
1 Temperatura 100 0.125 20 4y 30
2 Dosis adsorbente 100 0.062-2 20 4
3 Tiempo de contacto 100 0.125 0-20 4
Concentracion del
4 12.5-100 0.125 5 4

adsorbato

Estudios de desorcion

Los estudios de desorcidn se realizaron inmediatamente después de los estudios de adsorcion.
El sobrenadante fue retirado para agregar 10 mL de solvente, en este caso se probaron dos:
metanol y etanol. Las muestras se dejaron en agitacion bajo las condiciones Optimas
anteriores, y probando distintos tiempos de desorcion (30, 60 y 90 minutos). A continuacion,
se procedié a la centrifugacion y lectura en el espectrofotometro de fluorescencia, tal como

se describi6 en los experimentos de adsorciéon (Wan et al., 2017).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Caracterizacion de nanoparticulas de CaCOs3

8.1.1 Caracterizacion mediante espectroscopia infrarrojo por transformada de
Fourier (FT-IR)

Los espectros obtenidos mediante espectroscopia de FT-IR de las nanoparticulas de CaCO3
sintetizadas se presenta en la figura 2. Las nanoparticulas de CaCOs sintetizadas a 30°C
(figura 2A) presentaron dos bandas caracteristicas a 875cm-1y a 712 cm-1, estas han sido
reportadas para la fase cristalina de la calcita (Kim et al., 2021). Mientras que las
nanoparticulas producidas a 80°C (figura 2B) exhibieron tres bandas caracteristicas a 1081
cm?, 854 cm™®, 712 y 700 cm™ dentro de la huella digital (1500-600 cm™), los cuales han
sido relacionados con el polimorfismo de la aragonita (Ranjane et al., 2023).

En cuanto a las nanoparticulas sintetizadas a 30°C en presencia de amilopectina (figura 2C),
también presentaron 2 bandas caracteristicas a 876 cm™ y a 713 cm™, que corresponden al
polimorfismo calcita (Ranjane et al., 2023). Por tltimo, las nanoparticulas sintetizadas a 80°C
en presencia de amilopectina (figura 2D) presentaron tres bandas caracteristicas a 1081cm™,
854 cmt, 713y 700 cm™*, mismas que son representativas de la estructura cristalina aragonita
(Toffolo, 2021).

Respecto a los grupos funcionales caracteristicos de cada banda, las localizadas a 1083 cm™
aproximadamente corresponden a la banda de estiramiento de los enlace quimicos entre los
atomos de C-O en los grupos COs. Por su parte, las bandas que se encuentran en el rango de
700 a 876 cm™ pertenecen a las bandas de flexion del enlace COs (L. Li et al., 2020;
Munawaroh et al., 2022).

Al comparar los espectros de las nanoparticulas sintetizadas a diferentes temperaturas, se
observa que esta influy6 en la fase cristalina de las particulas obtenidas. No obstante, al
efectuar una comparacién entre las nanoparticulas sintetizadas en presencia de amilopectina
y aquellas sintetizadas sin ella, no existe diferencia discernible entre las bandas presentadas

en los espectros, por lo tanto, el uso del estabilizante no repercute en la estructura cristalina.

De acuerdo con la literatura, los polimorfismos que se obtienen a una temperatura de reaccion
de 30°C son vaterita y calcita; por su parte, a una temperatura de 80°C se presenta

mayoritariamente la aragonita, y en menos porcentaje calcita (Wang et al., 2013; Atef, 2020).
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Estos datos corroboran las estructuras cristalinas identificadas mediante FT-IR para ambas
temperaturas.
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Figura 2. Espectros FT-IR de las nanoparticulas de CaCOs. A) NPS CaCO;s sintetizadas a 30°C;
B) NPS CaCO; sintetizadas a 80°C; C) NPS CaCOg; sintetizadas a 30°C en presencia de
amilopectina; D) NPS CaCO;s sintetizadas a 80°C, en presencia de amilopectina.

Se ha reportado que la utilizacidon de polimeros en los procesos de precipitacion del CaCO3

tiene efecto en el tamafo, la forma y el polimorfismo.

En este caso, las nanoestructuras no mostraron un cambio en la estructura cristalina al
adicionar la amilopectina como estabilizante. Esto puede deberse a dos razones: la primera
es que las principales condiciones que influyen en el cambio de polimorfismo de CaCO3
estrictamente son la sobresaturacion, la temperatura y el pH de la solucién de reaccion,
dejando en segundo plano las condiciones de agitacion, los disolventes y el uso de
estabilizantes. La segunda razon se debe a la concentracion del estabilizante, ya que Park y
colaboradores en el 2008 investigaron el efecto del cloruro de magnesio como estabilizante

en la sintesis de CaCOs, y concluyeron que al sintetizar el material en ausencia del
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estabilizante se obtuvo calcita, pero al incrementar el Mg, también se incrementd la

formacion de aragonita. (Park et al., 2008; Jimoh et al., 2018).

En lo que concierne a las muestras que fueron sometidas a calcinacion a 350°C por dos horas
(figura 3), las nanoparticulas sintetizadas a 30°C no mostraron cambios en la posicion de las
bandas en el espectro FTIR en comparacion con aquellas que no fueron calcinadas, tanto en
presencia como en ausencia de amilopectina (figura 3A, 3C). Sin embargo, cuando las
nanoparticulas de CaCOs sintetizadas a 80°C, con y sin amilopectina fueron sometidas a
tratamiento térmico (figura 3B, 3D) presentaron las bandas caracteristicas de la calcita en los
873y 713cm?tyen872y 712 cm, respectivamente; lo que indica que el tratamiento térmico
origind un cambio de fase cristalina de aragonita a calcita. Esto se debe a que la aragonita es
menos estable a altas temperaturas, entonces al aplicar calor a alta temperatura se da la
reorientacion del grupo COz hacia Ca, al igual que comienzan los cambios en el
empaquetamiento del &tomo de Ca de hexagonal a un empaquetamiento cibico compacto,
con ello la estructura cambia a calcita, con el propoésito de alcanzar una estructura mas estable

a temperaturas elevadas (Tone & Koga, 2021).

30



>

Transmitancia (%)
Transmitancia (%)

——CaCO, 80°C calcinada

1 ——caCo, 30°C calcinada 201

T T T T T T T 1 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm") Numero de onda (cm ‘)

@)

100 100 4

80 80
> >
S

713

O
4

60
60

40

Transmitancia (%)
Transmitancia (%)

”
40 4 872

204

——CaCO, amilopectina 30°C calcinada CaCO, amilopectina 80°C calcinada
20 e

T T T T T T T 1 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm’)

Figura 3. Espectros FT-IR de las nanoparticulas de CaCO; con tratamiento térmico. A) NPS
CaCO:s sintetizadas a 30°C en ausencia de estabilizante. B) NPS CaCOs sintetizadas a 80°C. C)
NPS CaCQOs sintetizadas a 30°C en presencia de estabilizante. D) NPS CaCOs sintetizadas a 80°C
en presencia de amilopectina.

8.1.2 Caracterizacion de Difraccion de Rayos X (XRD)

Para corroborar los resultados obtenidos con FT-IR, se realizé la caracterizacion mediante
difraccion de rayos X. En la figura 4 se presentan los patrones de difraccion de rayos X
correspondientes a las muestras sintetizadas y secadas a 130°C. Las nanoparticulas de CaCO3
sintetizadas a 30°C (figura 4A) presentaron picos de difraccidon caracteristicos de la fase
cristalina de la calcita (JCPDS File of No. 25-0127) de acuerdo con la base de datos RRUFF;
estos datos concuerdan con la estructura cristalina obtenida por FT-IR (figura 2A) (Downs,
2024). Respecto a la muestra sintetizada a 80°C (figura 4B), mostré algunos picos en 26 de
26.3,27.3, 31.2, 33.2, 37.22, 37.9, 38.5, 41.3, 43.0, 46.0, 50.2 y 52.5, los cuales pertenecen
al polimorfismo aragonita (JCPDS File of No. 5-0453); mientras que los picos localizados
en 29.4, 36.0, 39.4, 48.5 correspondieron a la estructura calcita. En general se tiene 72.22%
de estructura cristalina aragonita, incluso el pico principal (26.3°) corresponde a este
polimorfismo; y 21.79% de calcita del &rea total de picos cristalinos. Si bien el espectro FT-
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IR no indica la presencia de calcita, si se observa el polimorfismo aragonita, el cual es

predominante en el espectro XRD (Al Omari et al., 2016).

La muestra sintetizada a 30°C en presencia de amilopectina (figura 4C), presento picos en 26
de 23.0, 29.4, 31.48, 36.02, 39.46, 43.22, 47.58, 48.43, 57.48, 60.76, 63.15, 64.76 y 65.72,
estos pertenecen al polimorfismo calcita, cuyo pico principal es el localizado en 29.4°. Por
su parte, también se encontrd vaterita en esta muestra (JCPDS File of No. 33-0268),
reflejandose en los picos 24.82, 27.3, 32.72, 43.71, 50.06 y 55.74. Por ende, del area total de
picos cristalinos, el 74.43% pertenece a calcita, mientras que el 21.98% corresponde a
vaterita; con ello, el polimorfismo principal coincide con el obtenido en FT-IR (Renny
Febrida et al., 2021).

Por altimo, se tienen las nanoestructuras sintetizadas a 80°C en presencia de amilopectina
(figura 4D), cuyas estructuras cristalinas predominantes fueron aragonita, con un porcentaje
de 76.90% vy calcita en un 26.74%. Al igual que en los otros espectros, el polimorfismo
sobresaliente es el mismo que el observado mediante el espectro FT-IR (figura 2D) (Downs,
2024).

A pesar de no obtener un solo polimorfismo en tres muestras, las estructuras cristalinas
coinciden con las que se debieron obtener de acuerdo con la temperatura de sintesis
empleada, pues a bajas temperaturas (14-30°C), el carbonato de calcio amorfo, que es la
forma inicial inmediata del carbonato de calcio, se transforma en vaterita y calcita, siendo
esta Ultima la mas predominante. La calcita es la fase principal a temperatura ambiente, esto
se debe a que la vaterita, al ser la estructura menos estable, se transforma facilmente a calcita.
Sin embargo, no solo la temperatura es clave para lograr esta transformacion sino también el
pH, la presion, la velocidad de agitacion y de la adicion de las soluciones; alguno de estos
factores fue el causante de que no se obtuviera calcita pura en la muestra sintetizada a 30°C,
en presencia de amilopectina (Park et al., 2008; Atef, 2020; R. Febrida et al., 2021).
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Figura 4. Espectros XRD de las nanoparticulas de CaCOs;. A) Sintetizadas a 30°C en ausencia de
estabilizante; B) sintetizadas a 80°C; C) sintetizadas a 30°C en presencia de estabilizante, y D) sintetizadas
a 80°C en presencia de amilopectina. Donde A corresponde al polimorfismo aragonita, C a calcitay V a
vaterita.

Por otro lado, las muestras de CaCOg sintetizadas a 80°C presentaron mayoritariamente el
polimorfismo de aragonita, lo cual coincide con lo reportado en la literatura, en la cual se
indica que a temperatura de 60 a 80°C la cristalizacion de la aragonita se ve favorecida (Atef,
2020; R. Febrida et al., 2021).

Respecto a los resultados obtenidos de las nanoestructuras a las cuales se les aplico
tratamiento térmico (figura 5), presentan el mismo comportamiento que en FT-IR. Mediante
espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier, se observé que todas las muestras son
calcita. En todo ellos, el pico principal se sitia en 29.4° (Downs, 2024).
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Figura 5. Espectros XRD de las nanoparticulas de CaCOs3; sometidas a tratamiento térmico. A) NPS
CaCO0; sintetizadas a 30°C B) NPS CaCO;s sintetizadas a 80°C. C) NPS CaCOs sintetizadas a 30°C en
presencia de estabilizante. D) NPS CaCOs; sintetizadas a 80°C en presencia de amilopectina. Donde C
corresponde al polimorfismo calcita

Por su parte, el tamario del cristalito de las muestras se presenta en la tabla 5. En general, el
rango de tamafio se encuentra de 20 a 25 nm. Los tamafios de cristales del carbonato de calcio
reportados por Singh y colaboradores en el 2021 se encuentran entre 23 y 25 nm, los cuales

son similares a los obtenidos en este trabajo.
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Tabla 5. Tamario de cristal obtenido de las diferentes muestras de CaCOs3

Tamario de cristal

Muestras (nm)
CaCO, 30°C 24.65
CaCO, 80°C 20.24
CaCO3 amilopectina 30°C 21.79
CaCO, amilopectina 80°C 23.14
CaCO3 30°C calcinada 24.44
CaCO3 80°C calcinada 23.46
CaCO, amilopectina 30°C calcinada 21.86
CaCO3 amilopectina 80°C calcinada 24.5

8.1.3 Caracterizacion mediante microscopia electronica de barrido (SEM)
En la figura 6 se presentan las micrografias de las nanoparticulas de CaCOs sintetizadas que
no fueron sometidas a tratamiento térmico. En ella se puede observar el efecto de la

temperatura de sintesis en la morfologia de las particulas obtenidas.

De acuerdo con la literatura, la calcita presenta normalmente un héabito de crecimiento
romboédrico, mientras que la aragonita tiende a formar cristales o prismas en forma de aguja;
por ultimo, la vaterita adquiere formas esféricas (Liendo et al., 2022). Las nanoparticulas de

CaCOa3 sintetizadas a 30°C presentaron una morfologia poliédrica.

La figura 6A muestra las imagenes de la morfologia de calcita, la cual se distingue por
cristales, no aglomerados, que se componen de la fusion de individuos romboédricos, dicha
estructura concuerda con los resultados obtenidos tanto en FT-IR como en XDR. Su
contraparte, el CaCOs sintetizada en presencia de amilopectina (figura 6C), presenta
estructuras de calcita, vaterita, y vaterita reestructurandose a calcita; si bien las estructuras se

ven ligeramente mas aglomeradas, es claro que los cristales se observan mas porosos.
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Figura 6. Imégenes SEM de nanoparticulas de CaCOs. A) NPS CaCOs sintetizadas
a 30°C. B) NPS CaCOs sintetizadas a 80°C. C) NPS CaCQO;s sintetizadas a 30°C en
presencia de amilopectina. D) NPS CaCOs; sintetizadas a 80°C en presencia de
amilopectina. E) NPS CaCQgs; sintetizadas a 30°C, con tratamiento térmico. F) NPS
CaCOs sintetizadas a 80°C, con tratamiento térmico. G) NPS CaCOs; sintetizadas a
30°C en presencia de amilopectina, con tratamiento térmico. H) NPS CaCOs;
sintetizadas a 80°C en presencia de amilopectina, con tratamiento térmico.

Por su parte, la figura 6B, presenta una estructura ramificada tipo aguja en su mayoria,
morfologia asociada a la aragonita y en su menor proporcion se observan formas poliedricas
tipo cubos las cuales se han reportado para calcita. Mientras que las particulas de CaCOs,
sintetizadas a 80°C, en presencia de amilopectina (figura 6D), presentan morfologia tipo
escobetas conformadas con estructuras de barras, cuyas longitudes que van de 2.01 um, y los
diametros de 0.24 um. Adicionalmente, se pueden observar que estas nanoestructuras estan
formadas por particulas méas pequefias, las cuales se exhiben mas porosas en comparacion a
la muestra sintetizada solo a 80°C, aunque también se percibe mas aglomeracién en las
particulas, del mismo modo se aprecian estructuras de aguja reestructurandose a una forma

cubica.
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En la figura 7, se presentan las imagenes de las muestras de CaCO3 que fueron calcinadas a
350°C por dos horas. En general, se observa que el tratamiento térmico no tuvo efecto en la
morfologia de las particulas en comparacion con aquellas que no fueron calcinadas. Se
observa que la muestra sintetizada a 30°C (figura 7A) conservo la morfologia de estructuras
tipo cubo caracteristica de la calcita. Por otro lado, cuando el CaCOs fue sintetizado en

presencia de amilopectina, presenta una combinacién de formas esféricas y poliédricas.
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Figura 7. Imégenes SEM de nanoparticulas de CaCO3; sometidas a tratamiento
térmico. A) NPS CaCOs sintetizadas a 30°C. B) NPS CaCOs sintetizadas a 80°C. C)
NPS CaCOs sintetizadas a 30°C en presencia de amilopectina. D) NPS CaCOs;
sintetizadas a 80°C en presencia de amilopectina.

Al fijarse simplemente en la morfologia se dictaminaria que se tiene presente vaterita y
calcita, tal como en la muestra no calcinada, sin embargo, la caracterizacion XRD solo mostro
la estructura cristalina calcita, esto se debe a que la morfologia no es lo mismo que la
estructura cristalina. La morfologia se describe como la forma externa de la molécula, su
apariencia; mientras que la estructura cristalina se refiere a la disposicion de los atomos en
una red cristalina, es decir, como se disponen espacialmente los atomos a pequefia escala
(Tilley, 2020).
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El CaCOs sintetizado a 80°C, con tratamiento térmico (figura 7B), mostrd estructuras en
forma de aguja. También se aprecia la presencia de estructuras romboédricas de mayor
tamafio en comparacion con las obtenidas en la muestra que no fue sometida a tratamiento

térmico (figura 6B).

Por ultimo, la muestra que presenta amilopectina, sintetizada a 80°C, con ayuda de la
calcinacion (figura 7D), mantiene la morfologia de aguja. Aunque los cambios morfologicos
no son significativos, en comparacién con las estructuras de la figura 6D, si se aprecian

formas mas definidas.

Respecto al tamafio de las particulas, se observa que el tamafio disminuyé en ambas
temperaturas al utilizar amilopectina como estabilizante, pues a una temperatura de 30°C la
morfologia pas6 de 2.27 pum a 1.423 pum, mientras que a 80°C la estructura principal, en
forma de aguja, transité de 0.30 um a 0.26 um. Los cambios en tamafio indican que el
estabilizante cumplié una de sus principales funciones, ya que este se encarga de evitar la
formacion de grandes aglomerados y la precipitacion, también ayuda a reducir el tamafio de
particula en algunas ocasiones, y permite la sensibilidad a ciertas moléculas, aumentando su
compatibilidad con ciertos compuestos (Aguilar et al., 2021). Estudios anteriores han
comprobado la eficacia de los estabilizantes para disminuir el tamafio de particula, por
ejemplo, Shen y colaboradores, en el 2023, utilizaron diversos estabilizantes para un mejor
control de la sintesis del CaCOs, como resultado obtuvieron que las estructuras pasaron de

un tamafo de 4-7 um a 1-4 um, reduciéndose notoriamente (Shen et al., 2023).

Un estudio mas especifico fue el realizado por Callone y colaboradores en el 2007, donde
emplearon algunos polisacaridos, entre ellos almidon, como estabilizantes. La investigacion
demostrd que, al aumentar la concentracion de almidon, las nanoparticulas disminuian su

tamafo, haciéndolas mas estables (Callone et al., 2007)
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Tabla 6. Morfologia y tamafio de particula obtenido mediante SEM de las
nanoestructuras de CaCOs

Estructura ~
. o Tamarnio de
Muestra Morfologia (s) cristalina articula (um)
identificada P H
CaCO; 30°C Romboédrica Calcita 2.270
Aguja Aragonita 0.300
CaCO;3 80°C ) )
Romboédrica Calcita 2.380
. ) Romboédrica Calcita 1.423
CaCOs3 30°C, amilopectina ] ]
Esférica Vaterita 3.420
CaCOs3 80°C, amilopectina Aguja Aragonita 0.260
CaCO0s3 30°C, calcinada Romboédrica Calcita 2.710
. Aguja . 0.410
CaCOs 80°C, calcinada o Calcita
Romboédrica 3.190
CaCO; 30°C, amilopectina, Romboédrica Calci 1.454
Icinada ari alcita
caic Esférica 4.390
CaCQs 80°C, amilopectina, Aguja Calcita 0.407
calcinada

En lo que confiere a las muestras calcinadas, todas aumentaron de tamafio, presentando asi
el mismo comportamiento. Este comportamiento fue registrado en varias investigaciones. La
publicacién de Callone y colaboradores también estudid el efecto de la calcinacion en las
nanoparticulas, las cuales aumentaron de 2.6 nm a 5.1 nm al calcinarse a 600 °C (Callone et
al., 2007).

El estudio de Bin Chan y colaboradores en el 2022 estudiaron el efecto de la temperatura de
calcinacién en las nanoestructuras de oxido de cobre, donde al elevar la temperatura las

estructuras pasaron de 50 nm a 458.3 nm (Chan et al., 2022).

Se ha comprobado que, al aumentar la temperatura, las particulas presentan la energia
suficiente para que estas puedan moverse y se promueva la coalescencia, es decir, la
capacidad de que se unan y aglomeren, teniendo como consecuencia particulas mas grandes
(Indrayana et al., 2019; Kusuma & Chandrappa, 2019).
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8.1.4 Determinacion del punto de carga cero (PZC)

El punto de carga cero es una propiedad fisicoquimica de los materiales que permite
determinar el valor de pH (pHpz) en el cual la densidad de cargas superficiales es igual a
cero, es decir, donde las cargas superficiales positivas son iguales a las negativas. Esta
propiedad es crucial para plantear una hipotesis sobre las interacciones entre el adsorbente y
el adsorbato (Fiol & Villaescusa, 2009; Bakatula et al., 2018).

El punto de carga cero de las nanoestructuras de CaCOs sintetizadas bajo condiciones
diferentes se presenta en la figura 8. De manera general, el punto de carga cero no tuvo
diferencias significativas entre las muestras. Las estructuras sintetizadas a 30°C obtuvieron
un punto de carga cero (pHpzc) de 8.81, mientras que las sintetizadas a 80°C presentaron un
pHrzc de 8.67. Por otro lado, las estructuras sintetizadas a 30°C en presencia de amilopectina
mostraron un pHezc de 9.12, y las sintetizadas a 80°C con amilopectina exhibieron un pHpzc
de 9.02.
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Figura 8. Punto de carga cero de las nanoestructuras de CaCOs. A) Nanoestructuras de CaCOs
sintetizadas a 30°C. B) Nanoestructuras de CaCOs sintetizadas a 80°C. C) Nanoestructuras de CaCOs
sintetizadas a 30°C con amilopectina. D) Nanoestructuras de CaCOs sintetizadas a 80°C, en presencia
de amilopectina.
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El punto de carga cero de las nanoestructuras de CaCOs sometidas a tratamiento térmico se
muestran en la figura 9. Las nanoestructuras sintetizadas a 30°C y tratadas térmicamente
revelaron un pHpzc de 11.06, mientras que las estructuras sintetizadas a 80°C, y sometidas a
calcinacion mostraron un pHpzc de 11.07. Por ultimo, las nanoestructuras sintetizadas en
presencia de amilopectina, tanto a 30°C como a 80°C, y sometidas a tratamiento térmico,

obtuvieron un pHpzc de 9.75 y 9.45, respectivamente.
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Figura 9. Punto de carga cero de las nanoestructuras de CaCQOj3 con tratamiento térmico. A)
Nanoestructuras de CaCOj3 sintetizadas a 30°C. B) Nanoestructuras de CaCOs sintetizadas a 80°C.
C) Nanoestructuras de CaCOs sintetizadas a 30°C. D) Nanoestructuras de CaCQs sintetizadas a 80°C.

De acuerdo con la literatura, el carbonato de calcio presenta su pHpzc en un intervalo de pH
de 8 a 9.5 (Brinza et al., 2022). Este rango coincide con el pHpzc de las nanoestructuras que
no fueron calcinadas. Sin embargo, la mayoria de las estructuras sometidas a tratamiento
térmico sobresalieron de este intervalo, solo la muestra sintetizada a 80°C, con amilopectina
y calcinacion se mantuvo en el limite. En el caso de las muestras calcinadas, que no

presentaban el estabilizante, obtuvieron un pHpzc mas alto en comparacién con las demas,
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esto puede deberse a la calcinacion misma, pues se ha comprobado en estudios con otros
materiales, como el didxido de titanio, que el valor del punto de carga cero incrementd al
aumentar la temperatura de calcinacion (Fernandes Machado & Santana, 2005). A
temperaturas superiores a 200°C, se producen alteraciones en la estructura cristalina del
carbonato de calcio. Dichas alteraciones pueden repercutir en el punto de carga cero
(Staudigel & Swart, 2016).

De manera general, si el pH de la solucion es mayor que el punto de carga cero de la
nanoestructura, la carga neta en la superficie es negativa, esto se debe a que, al estar en
contacto con el agua, el CaCOs sufre reacciones de hidrdlisis y produce las especies cargadas
HCOs-, CO3-, Ca*™*, CaHCOs", CaOH>, entonces cuando el CaCOs se aproxima al equilibrio
con el agua a valores de pH maés altos, cantidades excesivas de iones cargados negativamente
existen (HCO3, COs-). Mientras que, si el pH es menor que el pHpzc, la superficie tendra una
carga neta positiva, ya que se producen cantidades excesivas de especies cargadas
positivamente (Ca*™, CaHCOs", CaOH>) (Ucar & Ozdag, 2002; Al-Maliky et al., 2021).

8.1.5 Determinacion del potencial zeta, tamafio de particula e indice de polidispersidad
El valor del potencial zeta se emplea para entender la estabilidad a la aglomeracion de las
nanoestructuras. Un valor de potencial zeta de 30 mV (ya sea positivo 0 negativo) presenta
suficiente fuerza repulsiva para lograr una buena estabilidad (Joseph & Singhvi, 2019). En
la tabla 7 se puede observar que las muestras sintetizadas a 80°C y 30°C sin la presencia de
amilopectina presentaron valores cercanos a -30 mV, indicando que las particulas pueden ser
estables a la aglomeracidn. Por su parte, las nanoestructuras sintetizadas a 30°C y 80°C, en
presencia de amilopectina presentaron valores de potencial zeta de -19.5 mV y -14.1 mV,
respectivamente, el cual es mas bajo que los anteriores y puede significar que las particulas
tenderan a aglomerarse debido a las fuerzas de atraccidon de Van der Waals que actlan sobre
ellas (Joseph & Singhvi, 2019). Un comportamiento similar se encontr6 en las muestras que
fueron calcinadas, con valores de potencial zeta mayores en las que fueron sintetizadas sin la
presencia de amilopectina, y valores de hasta -8 mV para la muestra sintetizada a 30°C con
amilopectina. Este comportamiento puede deberse a que la amilopectina interacciona con la
superficie de la particula, alterando asi las caracteristicas de esta Gltima (Escobar-Puentes et
al., 2020).

42



En cuanto al tamafio promedio, las particulas sin tratamiento térmico presentaron un tamafio
en un rango de 2 a 3 micras; mientras que las particulas de CaCO3 sometidas a tratamiento
térmico presentaron un tamafio de casi 3 a 5 micras. Los valores del tamafio promedio
obtenidos por DLS son mayores a los registrados por SEM, esto se debe a que la técnica de
DLS mide el radio hidrodindmico, por lo que tiende a ser una técnica mas apta para particulas

esféricas y monomodales (Bhattacharjee, 2016).

Por ultimo, el indice de polidispersidad indica qué tan homogénea es una muestra en funcion
del tamafio, por lo que valores mas cercanos a 0.05 indican muestras monodispersas, mientras
que muestras mayores a 0.7 representan una distribucion de particulas de gran tamafio
(Danaei et al., 2018).

En este caso, las particulas de CaCOs sintetizadas a 80 °C con estabilizante, se consideran de
un tamafio mas homogéneo en comparacion con las nanoparticulas sintetizadas a 80°C, cuyo
PDI es cercano 0.7 y con ello, las particulas son consideradas como polidispersas. En cuanto
a las sintetizadas a 30°C, en presencia y ausencia de amilopectina, muestran un PDI mayor a
0.7, demostrando asi un tamafio de particula muy amplio. Por tltimo, las muestras calcinadas,
presentaron un PDI menor a 0.7, pero proximo a este, por lo que se consideran polidispersas.

Tabla 7. Potencial zeta, tamafio promedio e indice de polidispersion de las
nanoestructuras de CaCOs

Tamaifio promedio

Muestras NPS Potencial Zeta (mV) PDI
(d. nm)

CaCO, 30°C -27.9 2.59E+03 0.768
CaCO, 80°C -22.1 2.83E+03 0.665
CaCO, amilopectina 30°C -19.5 2.24E+03 0.752
CaCO, amilopectina 80°C -14.1 2.26E+03 0.311
CaCO, 30°C calcinada -26.5 5.18E+03 0.568
CaCO, 80°C calcinada -23.3 3.63E+03 0.585
CaCO, amilopectina 30°C calcinada -8.14 2.81E+03 0.567
CaCO, amilopectina 80°C calcinada -12.2 4.09E+03 0.450

Una vez que las muestras de nanoestructuras de CaCO3 fueron caracterizadas, se realizaron
experimentos preliminares de adsorcion para determinar qué muestra presentd mayor

adsorcion de OTA. Los resultados se muestran en la tabla 8.
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Debido a que las nanoestructuras sintetizadas a 80°C con amilopectina presentaron el
porcentaje de adsorcion de OTA mas alto, fueron seleccionadas para los futuros
experimentos. Por tal motivo las condiciones Optimas de sintesis de nanoestructuras de
CaCOs son una temperatura de reaccion de sintesis de 80°C, el uso de un estabilizante
(amilopectina), sin tratamiento térmico.

Tabla 8. Porcentaje de adsorcion de OTA mediante las nanoestructuras de CaCOs en
medio acuoso, pH 4, temperatura 30°C y 100 pg/L

Muestras NPS Porcentaje de adsorcion (%)
CaCO3 30°C 62.69 + 1.15¢
CaCO3 80°C 74.33 +£1.34°
CaC0330°C amilopectina 66.09 + 0.42¢
CaC0380°C amilopectina 78.10 £ 0.59°
CaCO;s calcinada 30°C 41.24 +0.81°
CaCOs calcinada 80°C 70.84 £2.29°
CaCOj3 amilopectina calcinada 30°C 50.67 + 0.85¢
CaCO; amilopectina calcinada 80°C 70.38 £ 2.90°

Experimentos realizados por triplicado. El porcentaje de adsorcion se informa como valor medio + desviacion
estandar.

8.2 Estudios de adsorcion de OTA en medio acuoso

8.2.1 Efecto de la temperatura en la adsorcion de OTA en medio acuoso

Para determinar la temperatura optima de adsorcion de OTA, se probaron dos temperaturas:
4°C y 30°C. Las condiciones del experimento fueron una concentracion de CaCOs de 2 g/L,
un tiempo de contacto de 60 minutos, y una concentracion adsorbato de 100 pg/L.

La figura 10 presenta los porcentajes de adsorcion obtenidos. A los 4°C se alcanz6 un 70.86%
de adsorcion, mientras que a 30°C se consiguio remover el 70.62%. No se observo diferencias
significativas entre los valores de adsorcion, por lo que se sugiere que la adsorcion de OTA
es igual de efectiva en cualquiera de las temperaturas evaluadas. Por tal motivo, los

experimentos subsecuentes fueron realizados a 30°C.
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Figura 10. Efecto de la temperatura en la eliminacién de ocratoxina A (dosis de
adsorbente 2 g/L; dosis de OTA 100 ug/L, tiempo de contacto 60 minutos y pH 4).
Experimentos realizados por triplicado.

8.2.2 Efecto de la dosis del adsorbente en la adsorcion de OTA en medio acuoso

En la figura 11, se aprecia un aumento significativo en la tasa de adsorcion de OTA al
incrementar la dosis del adsorbente hasta 0.125 g/L. Este fendmeno se atribuye a la gran area
superficial del CaCOs, la cual presenta sitios activos responsables de la adsorcion del
adsorbato (Moghazy & Taha, 2022). Cabe destacar que este porcentaje de adsorcion exhibe
una correlacion negativa con la capacidad de adsorcion (ge). Este fendmeno ha sido
documentado en la literatura y se atribuye al elevado nimero de sitios de adsorcion
insaturados (Elkholy et al., 2023).

De manera general, la eficacia de remocion de OTA se mantuvo estable. La méaxima
adsorcion de OTA se alcanz6 con una dosis de adsorbente de 0.125 g/L (74.67 %). Sin
embargo, no se observaron cambios significativos (p > 0.05) en laremocion de OTA a 0.0625
y 0.25 g/L (73.28 % y 73.96 % respectivamente).
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A partir de la dosis 0.5 g/L, el porcentaje de adsorcion comenzo a descender (71.61 %) como
consecuencia de la inhibicion espacial de los sitios de adsorcién en presencia de una dosis
excesiva del adsorbente (Martinez-Escutia et al., 2022). Considerando los porcentajes
mencionados, la dosis del adsorbente se fijo en 0.125 g/L (ge = 761.48 ug/g) para los

siguientes experimentos.
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Figura 11. Efecto de la dosis de adsorbente en la eliminacion de ocratoxina A (tiempo de contacto
60 minutos; 100 pg/L de OTA, pH 4; y temperatura 30°C). Para cada parametro, aquellas medias que
no comparten un superindice comun difieren significativamente (Tukey p < 0,05). Experimento
realizados por triplicado.

8.2.3 Efecto del tiempo de contacto en medio acuoso

El porcentaje de OTA adsorbida se investigd en funcion del tiempo de contacto, en un
intervalo de 0 a 20 minutos, bajo 0.125 g/L de adsorbente y una solucion pH de 4,a 30 °Cy
100 pg/L de OTA. Los resultados son presentados en la figura 12.
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En general, se observo que el porcentaje de adsorcion OTA fue de 79% en promedio durante
los primeros 5 minutos (79.95% a 0 minutos; 79.49% a 1.25 minutos; 79.29% a 2.5 minutos;
y 79.37% a 5 minutos). Después de 5 minutos, se registrd un descenso leve en el porcentaje
de adsorcion a los 10 y 20 minutos, alcanzando valores de 75.60% y 75.53%,
respectivamente. La disminucién de adsorcion puede ser atribuida a una posible

aglomeracion de las nanoestructuras de CaCOs favorecida por el transcurso del tiempo.
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Figura 12. Efecto del tiempo de contacto en la eliminacion de ocratoxina A (dosis de
adsorbente 0.125 g/L, 100 pg/L OTA, pH 4, y temperatura 30°C). Para cada parametro,
aquellas medias que no comparten un superindice comun difieren significativamente (Tukey
p <0, 05). El experimento se realiz6 por triplicado.

El potencial zeta de las nanoestructuras sintetizadas, indica que estas tienden a aglomerarse.
Por ende, se propone que la agitacion constante conduce a la formacion de aglomerados, y
este comportamiento se intensifica al transcurrir el tiempo; por lo que al presentarse
estructuras mas grandes existe menos accesibilidad para la interaccion adsorbente- adsorbato
(D. Li & Kaner, 2006; Diephuis et al., 2022).
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Sin embargo, a pesar de este ligero descenso en la adsorcion, no se encontraron diferencias

significativas (p >0.5) entre los distintos tiempos de adsorcion evaluados. Por consiguiente,

cualquiera de estos tiempos puede ser seleccionado. No obstante, se decidi6 utilizar el tiempo

de 5 minutos, ya que permite un mayor tiempo de contacto adsorbente-adsorbato, y el

porcentaje de adsorcion sigue manteniéndose a 79% durante ese intervalo.

8.2.4 Efecto de la dosis del adsorbato en la adsorcion de OTA en medio acuoso

Por Gltimo, se examind el impacto de la concentracion inicial del adsorbato en la adsorcion

de OTA. Los resultados obtenidos estan representados en la figura 13. Para estas pruebas, las

condiciones experimentales fueron una concentracién de 0.125 g/L de adsorbente, un pH de

4, un tiempo de contacto de 5 minutos, a una temperatura de 30°C.
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Figura 13. Efecto de la dosis de adsorbato en la eliminacion de ocratoxina A (dosis de
adsorbente 0.125 g/L, tiempo de contacto 5 minutos, pH 4, y temperatura ambiente). Para cada
aquellas medias que no comparten un superindice comun difieren
significativamente (Tukey p <0,05). Experimentos realizados por triplicado.

parametro,

En general, la concentracion de adsorbato oscil6 entre valores mayores a 75.50% y menores

a 80%, sin presentar diferencias significativas (p >0.05) entre si. Este comportamiento
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sugiere que el sistema de adsorcion habia alcanzado un estado de saturacion en las
concentraciones evaluadas, 1o que indica que ya no habia disponibilidad de més sitios de
adsorcion (H. Singh & Choden, 2015).

Con las pruebas realizadas se determind que los parametros 6ptimos de adsorcion son una
temperatura de 30°C, una concentracion de adsorbente de 0.125 g/L, a un tiempo de contacto

de 5 minutos, De esta manera de obtiene un porcentaje de adsorcién de 79%.

El porcentaje obtenido fue comparado con los mencionados en la literatura. Uno de ellos fue
el reportado por Appel y colaboradores en el 2023, evaluaron qué tan eficaz era la adsorcion
de OTA mediante materiales de biocarbon como montmorillonita de calcio y biocarbén para

horticultura donde se obtuvieron porcentajes de adsorcion de 25% para ambos.

8.3 Estudios de adsorcion de OTA en cerveza

8.3.1 Efecto de la temperatura en la adsorcion de OTA en cerveza

Para corroborar la persistencia de las condiciones anteriores, se evalud el efecto de la
temperatura en la capacidad de adsorcion de OTA de las nanoestructuras de CaCOs. Las
temperaturas para los estudios fueron 4°C y 30°C. Las condiciones experimentales
incluyeron una concentracion de 0.125 g/L de adsorbente, un tiempo de contacto de 20

minutos y una concentracion de OTA de 100 pg/L.

En la figura 14 se presenta el porcentaje de adsorcion de OTA en funcion de la temperatura.
Se registrd que a 4°C la adsorcion fue de 46.11% y a 30°C fue de 12.44%, valores
significativamente diferentes (p <0.05). Estos resultados difieren de los encontrados en los
estudios realizados en medio acuoso (figura 10), en donde los valores de adsorcion fueron
del 70%.

Al trabajar con cerveza, una matriz alimentaria compleja, expuesta a temperatura ambiente
y luz, ocurren cambios como la oxidacion y degradacion de componentes (Blanco et al.,
2011). Estos cambios pueden afectar la adsorcion de la OTA por el adsorbente, ya que la
degradacion altera las propiedades fisicas y quimicas de la matriz alimentaria, haciendo que
ciertos componentes también interfieran o compitan por los sitios de adsorcion. Aunado a lo
anterior, se ha evaluado el efecto de la temperatura en la adsorcion de OTA en pared de

levaduras, los resultados indicaron que la adsorcion fue mejor a una temperatura de 4°C con
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valores de 49%, mientras que a 37°C el porcentaje de adsorcion fue solo del 30%, los autores
concluyen que el proceso de adsorcion es del tipo exotérmico, este comportamiento fue
similar al encontrado en este trabajo (Ringot et al., 2005).
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Figura 14. Efecto de la temperatura en la eliminacion de ocratoxina A en cerveza. Dosis
de adsorbente 0.125 g/L; dosis de OTA 100 pg/L, tiempo de contacto 20 minutos. Los
experimentos se realizaron por triplicado.

Basandose en los resultados obtenidos, y considerando que el proceso de filtrado de la
cerveza se realiza a 4°C, los estudios subsecuentes de adsorcion se realizaron a esta

temperatura.

8.3.2 Efecto de la dosis del adsorbente (CaCQ3) en la adsorcion de OTA en cerveza

Este parametro es de los mas importantes en los procesos de adsorcion por su impacto en el
ambito econdmico. Las condiciones para evaluar la dosis de adsorbente dptima fueron un

tiempo de contacto de 20 minutos, 100 pg/L de OTA y una temperatura de 4°C.
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Los resultados se presentan en la figura 15, donde se observo una respuesta lineal dosis-
adsorcion hasta una concentracion de CaCOs a 0.125 g/L, a mayor concentracion mayor
adsorcion. Mientras que la capacidad de adsorcion presenta el comportamiento esperado
donde a mayor dosis, menor capacidad de adsorcion, esto debido a que mas sitios activos del
CaCOs permanecen insaturados durante el proceso de adsorcion de OTA (Gorzin & Abadi,
2017). De manera especifica, se aprecia un aumento gradual, y por ende significativo, entre
las dos primeras concentraciones de adsorbente (0.0625 g/L y 0.125 g/L), donde la tasa de
adsorcion paso de 26.22% a 43.79%, esto se debe a la disponibilidad de sitios de adsorcion
parala OTA. Sin embargo, después de la dosis de 0.125 g/L no hubo un aumento significativo
(p >0.05) en el porcentaje de adsorcion, se alcanz6 un estado de equilibrio, como
consecuencia de la limitacion de los sitios de adsorcion disponibles debido a una cantidad

excesiva de adsorbente presente (Mashkoor et al., 2024).
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Figura 15. Efecto de la dosis de adsorbente (CaCOs) en la eliminacion de ocratoxina A (tiempo
de contacto 20 minutos, 100 pg /L OTA, y temperatura 4°C). Para cada pardmetro, aquellas medias
que no comparten un superindice comun difieren significativamente (Tukey p <0,05). Experimentos
realizados por triplicado.
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Al evaluar cada una de las dosis utilizadas, se determind que la concentracion de adsorbente
de 0.125 g/L es la éptima para ser usada en los estudios posteriores, debido a que, con menos

concentracion, se obtienen los mismos resultados de adsorcion que con dosis mas elevadas.

En comparacién con el porcentaje de adsorcion obtenido en medio acuoso (79%), este
disminuye al llevarse el proceso de adsorcion en la cerveza (43%). Indiscutiblemente, este

descenso esta relacionado con la complejidad de la cerveza.

El CaCOs se distingue por su estructura porosa la cual puede ser modificada durante sus
sintesis, y la posibilidad de funcionalizar su superficie, esto lo hace un buen candidato con
alta capacidad y selectividad para los procesos de adsorcion (Sheng et al., 2023). De manera
general, la adsorcion implica la retencién de moléculas en los poros de un material
adsorbente, que en este caso es el carbonato de calcio. Inicialmente, el CaCOs3 entra en
contacto con la sustancia que se desea adsorber, conocida como adsorbato, que en este caso
es la OTA. La superficie del CaCOs es rica en grupos funcionales, los cuales establecen
interacciones con la micotoxina, esta manifestacion de interacciones complejas puede incluir
enlaces Van der Waals, fuerzas electrostaticas, y enlaces hidrégeno. Cabe destacar que, para
lograr la adsorcion con éxito, la interaccion OTA-CaCOsz debe ser mas fuerte que la
interaccion OTA-cerveza, y es aqui donde se explica la disminucion de la adsorcion, la
cerveza presenta varios componentes los cuales logran dificultar mas la unién adsorbato-
adsorbente, en comparacion a la adsorcion que se presento en medio acuoso a un pH 4. Se
hipotetiza que la OTA se adsorbe a la superficie del CaCO3z mediante las interacciones antes
mencionadas, y como resultado se forma una capa de moléculas adsorbidas en la superficie
del adsorbente; a medida que mas moléculas de OTA entran en contacto con el CaCOs3 se
establece un equilibrio dindmico entre las moléculas adsorbidas y las moléculas en solucion.
Como el CaCOs tiene una capacidad de adsorcion limitada, solo adsorbe una parte del
contaminante antes de llegar la saturacion (Castellari et al., 2001).

8.3.3 Efecto del tiempo de contacto en la adsorcion de OTA en cerveza

Para ello, el tiempo evaluado fue de 0 a 20 minutos, a 4°C, utilizando una concentracion de
adsorbente de 0.125 g¢g/L, y 100 pg/L de OTA. En general, la velocidad de adsorcion de
micotoxinas por adsorbentes fue relativamente rapida y el equilibrio de adsorcién se alcanzé

en tiempos cortos de 5 minutos.
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Los resultados obtenidos se presentan en la figura 16. Se distingue que el porcentaje de
adsorcion de OTA de la cerveza incrementa con el tiempo de contacto, y al alcanzar el
equilibrio disminuyd ligeramente. En el periodo inicial de adsorcién, la velocidad de unién
de la OTA con la superficie del CaCOs3 fue rapida debido a la disponibilidad de un gran
numero de sitios vacantes de adsorcion, este comportamiento prevalece hasta los 5 minutos,
en donde se alcanza la adsorcion méaxima (60.72%). Después de los 5 minutos de contacto,
el porcentaje de adsorcion descendio significativamente (p <0.05) en los siguientes tiempos
(10 y 20 minutos), alcanzando un porcentaje final de 43.31%. Se ha reportado que este
comportamiento puede ser resultado de una saturacion de los sitios activos del adsorbente,
de manera que éste no tiene mas capacidad de adsorcion pues ya no hay disponibilidad de
sitios activos para que la OTA se adsorba en el material adsorbente (Abdul Aziz et al., 2013,
Abewaa et al., 2023).
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Figura 16. Efecto del tiempo de contacto en la eliminacion de ocratoxina A (dosis de
adsorbente 0.125 g/L, 100 pg/L OTA, y temperatura 4°C). Para cada pardmetro, aquellas
medias que no comparten un superindice comun difieren significativamente (Tukey p <0,05).
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8.3.4 Efecto de la concentracion inicial de adsorbato en la adsorcion de OTA en cerveza
Finalmente, se evalud la concentracion de adsorbato para identificar la 6ptima que puede
adsorber el CaCOas. Las condiciones utilizadas son las mismas que en los experimentos

anteriores, con un tiempo de contacto de 5 minutos.

La figura 17 presenta los resultados obtenidos, en los cuales se observé el mismo patrén que
en las adsorciones realizadas en medio acuoso, pues la capacidad de adsorcion alcanzé el
equilibrio desde la concentracion méas baja 6 pug/L con un porcentaje de adsorcion alrededor
del 60% en cada una de las dosis del adsorbato evaluadas, por lo que no se presentaron
diferencias significativas (p >0.05). Esto indica que desde la concentracion mas baja evaluada
de OTA saturo los sitios del CaCOs para la adsorcion y que ya no permitié el aumento del

porcentaje puesto que los sitios ya estaban ocupados (Moradi et al., 2019)
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Figura 17. Efecto de la dosis de adsorbato en la eliminacién de ocratoxina A (dosis de
adsorbente 0.125 g/L, tiempo de contacto minutos, y temperatura 4°C). Para cada parametro,
aquellas medias que no comparten un superindice comudn difieren significativamente
(Tukey p <0,05). Experimentos realizados por triplicado.
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Después de evaluar los pardmetros en cerveza, se determind que las condiciones éptimas son
una temperatura de 4°C, una concentracion de adsorbente de 0.125 g/L, a un tiempo de
contacto de 5 minutos, con la suma de estas condiciones se alcanzd un porcentaje de

adsorcion del 60%.

8.4 Reutilizabilidad del adsorbente

Se llevaron a cabo estudios de desorcidn con el propoésito de determinar si las nanoestructuras
de CaCO3 tenian la capacidad de ser reutilizadas y de recuperar el adsorbato. EI primer
pardmetro evaluado fue el disolvente para realizar la adsorcion. Los disolventes utilizados
fueron metanol y etanol, la desorcion se realiz6 en un tiempo de 30 minutos. Los resultados
obtenidos se presentan en la figura 18. El etanol presentd una recuperacion de OTA de
20.13%, mientras que con metanol solo se recuperd el 12.06%. Entre ambas adsorciones
existen diferencias significativas (p <0.05), por lo que el etanol fue utilizado como eluyente
para la evaluacion del tiempo de desorcién debido a que la recuperacion de OTA fue mas al

utilizar este disolvente.
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Figura 18. Desorcion de ocratoxina A utilizando distintos eluyentes (dosis de adsorbente
0.125 g/L, tiempo de desorcion 30 minutos, temperatura 30°C, y 100 pg/L de OTA). Los
experimentos se realizaron por triplicado.

55



La evaluacion del tiempo se realizo de 30 a 90 minutos, bajo las condiciones anteriores, esto
con el objetivo de establecer el tiempo 6ptimo para alcanzar la maxima recuperacion de OTA.
El comportamiento se muestra en la figura 19. La eficiencia de desorcion aument6 de 20% a
34% al pasar de 30 a 60 minutos, y se obtuvo un 37% a los 90 minutos. Los porcentajes

presentan diferencias significativas (p <0.05).

El porcentaje de desorcion fue comparado con otro estudio donde se utilizd como eluyente
el metanol para desorber la OTA de una barra agitadora con una fase dual de
polidimetilsiloxano y etilenglicol. En este caso el tiempo éptimo de desorciéon fue de 45
minutos, y se obtuvo una desorcién del 83%. Este porcentaje es alto en comparacion con el
obtenido en la investigacion, esto se debe al tipo de material que se utiliz6 como adsorbente,
pues con el polidimetilsiloxano y el etilenglicol recubiertos por la barra agitadora, la OTA
simplemente migra al sorbente, lo que hace méas sencilla la desorcién; sin embargo, en un
adsorbente como el carbonato de calcio, la OTA se une mediante interacciones
electrostaticas, débiles, de puentes de hidrdégeno con los sitios activos de la superficie
(Nguyen & Ryu, 2014).
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Figura 19. Efecto del tiempo en la desorcion de ocratoxina A utilizando etanol como eluyente (dosis de

adsorbente 0.125 g¢/L, temperatura 30°C, y 100 pg/L de OTA). Aquellas medias que no comparten ur
superindice comun difieren significativamente (Tukey p <0.05). Experimentos realizados por triplicado.
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9. CONCLUSIONES

De los parametros evaluados en la sintesis de las nanoestructuras de CaCOs, la temperatura
tuvo un efecto en el polimorfismo obtenido, a 30°C calcita y a 80°C una mezcla de aragonita
en mayor proporcion y calcita. Por otro lado, la adicién de amilopectina disminuyd el tamafio
de las particulas y a 30°C se formdé mayoritariamente calcita y vaterita. La calcinacion
provocd que la aragonita obtenida en la sintesis a 80°C se transformara a calcita. Las
imagenes de microscopia electronica de barrido muestran estructuras poliédricas (cubos)
formadas a temperatura de 30°C; sin embargo, cuando la amilopectina fue adicionada se
formaron también esferas. Estructuras tipo aguja fueron observadas cuando la sintesis se
realizd a 80°C. El punto de carga cero de todas las muestras sintetizadas fue alrededor de 8.5,
indicando que, para los estudios de adsorcion realizados a un pH 4 en medio acuoso y en

cerveza, la superficie de las particulas se encuentra cargada positivamente.

Los estudios de adsorcion se realizaron con las nanoestructuras de CaCOs sintetizadas a 80°C
en presencia de amilopectina sin calcinar (mezcla de aragonita y calcita, morfologia
poliédrica y de tipo agujas, tamafio de cristal de 23.14 nm), debido a que este material

presento la mayor capacidad de adsorcion de OTA en las condiciones evaluadas.

De los estudios para evaluar de la capacidad de las nanoestructuras de CaCO3 para la
adsorcion de OTA en ensayos in vitro, en medio acuoso, se concluy6 que la mejor dosis del
adsorbente es de 0.125 g/L, el tiempo 6ptimo de adsorcion es de 5 minutos, a temperatura

ambiente; obteniéndose el 79% de adsorcion.

Por otro lado, se alcanzé una capacidad de adsorcion de OTA de las CaCOs3 del 60% en los
ensayos realizados in vitro utilizando cerveza, bajo las mismas condiciones, exceptuando la
temperatura de adsorcion que en este caso fue de 4°C. El porcentaje obtenido se debe a la

complejidad del sistema.

El mejor eluyente para la desorcién es el etanol. Su porcentaje de desorcion mas alto es de

37.18% en un tiempo de 90 minutos.

Los resultados obtenidos pueden crear las bases para futuros experimentos, donde el enfoque
sea el carbonato de calcio usado como adsorbente, pues este puede ser utilizado en otros

alimentos contaminados con OTA.
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