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DESCRIPCION
Conservante y aditivo para alimentos y piensos
Antecedentes

La presente invencion se refiere a un conservante y aditivo para alimentos y piensos. Mas especificamente, un aspecto
de la invencion se refiere a diversas arcillas y minerales acidificados como aditivo para alimentos o piensos para matar
o inhibir el crecimiento de microorganismos dafinos e inactivar las micotoxinas, tales como aflatoxinas, presentes
como contaminantes en alimentos para seres humanos y piensos para animales. Otro aspecto de la presente invencion
se refiere a una arcilla de aluminosilicato de calcio y sodio hidratado con una distribucién de tamafio de particulas
relativamente uniforme.

La contaminacidon por microorganismos y aflatoxinas de alimentos para seres humanos y piensos para animales
constituye una grave amenaza para la salud de seres humanos y animales. En general, los microorganismos se
consideran que son animales microscépicos o ultramicroscopicos, plantas, bacterias, virus, etc., y las aflatoxinas (Afs)
son subproductos dafiinos del crecimiento de moho, que son potencialmente fatales para los seres humanos y los
animales. Adicionalmente, tal contaminacién en alimentos para seres humanos y piensos para animales también
puede conducir a graves pérdidas econémicas.

Las aflatoxinas son producidas por Aspergillus flarus o A. parasiticus. Hay al menos cuatro aflatoxinas de origen
natural, a saber, AfB1, AfB2, AfG1 y AfG2, como se muestra en la figura 1. Muchas aflatoxinas se presentan como
contaminantes naturales en una variedad de alimentos y piensos, tales como maiz, trigo, cebada, frijoles, sorgo, mani
mohoso, piensos mixtos y algunos granos de café. También se encuentran como residuos en el higado, los rifiones
de los cerdos. Se sabe que muchas de estas aflatoxinas son carcindgenos fuertes, causando canceres en seres
humanos y también son capaces de provocar otros efectos toxicos, tales como la teratogénesis.

Se han desarrollado muchas estrategias para inactivar las aflatoxinas en alimentos y piensos y las estrategias dan
diversos grados de éxito. Las estrategias incluyen el procesamiento de alimentos y piensos, el control biolégico y la
inactivacion microbiana, el tratamiento quimico después de la degradacion estructural, la modificacion dietética de la
toxicidad y el procedimiento de absorcion para reducir la aflatoxina biodisponible. Un procedimiento popular es agregar
adsorbentes no nutritivos en piensos contaminados para inactivar la aflatoxina. Se han usado diversos adsorbentes,
tales como aluminas, zeolitas, silices, filosilicatos, bentonita, carbén activado y montmorillonita. En particular, NovaSil
Plus™ (aluminosilicato de calcio y sodio hidratado producido por Engelhard Corporation Engelhard Corporation y
disponible de Trouw Nutrition, EE. UU.) se ha usado para "absorber" e inactivar la aflatoxina. Véase, la Patente de los
Estados Unidos No. 5,178,832 de Timothy D. Phillips, et al.; la Patente de los Estados Unidos No. 5,165,946 de Dennis
R. Taylor, et al; y K. Pimpukdee, Feed & Livestock, paginas 40-43, diciembre de 2003/enero de 2004,

Ademas, se han desarrollado procedimientos para dispersar sedimentos minerales insolubles, esto es, arcillas, en un
liqguido que contiene principalmente agua, y aditivos para llevar a cabo el procedimiento donde el sedimento mineral
en forma pulverizada se mezcla homogéneamente con una mezcla de un agente acidificante cristalino y una sustancia
que libera gas cuando reacciona con el agente acidificante disuelto y se agrega al agua (véase el documento DE-U-
29909819). Otro procedimiento se refiere a una preparacion de piensos para animales y un procedimiento para tratar
piensos para animales, en el que un silicato en capas activado usando acido se usa como un adsorbente de
micotoxinas (véase el documento WO-A-0240. 50). El procedimiento triboquimico se ha usado previamente para
preparar una organozeolita para su uso en piensos como adsorbente de micotoxinas (WO-A-02064502). Un agente
inactivador de micotoxinas comprende particulas de un mineral de filosilicato recubierto con el agente secuestrante
para mejorar la capacidad de activacion de micotoxinas del filosilicato, también se ha descrito previamente (véase el
documento US-A-5165946).

Como se mencion6 anteriormente, los alimentos y piensos estan muy a menudo contaminados con microorganismos
nocivos y aflatoxinas toxicas. Los procedimientos actualmente disponibles para resolver estos problemas
generalmente son aquellos que ya sea mataran microorganismos nocivos o desactivaran aflatoxinas tdxicas, pero no
ambos. Por lo tanto, es deseable tener un procedimiento que pueda tanto matar a los microorganismos nocivos como
desactivar simultaneamente las aflatoxinas toxicas.

Sumario

La presente invencion esta relacionada, en general, con diversas arcillas y minerales acidificados como aditivos para
alimentos o piensos usados para matar o inhibir el crecimiento de microorganismos dafinos y para inactivar
micotoxinas, tales como aflatoxinas, presentes como contaminantes en alimentos para seres humanos y piensos para
animales. La arcilla preferida incluye aluminosilicato de calcio y sodio hidratado (NovaSil Plus (TM) producido por
Engelhard Corporation y disponible en Trouw Nutrition, EE. UU.). Los acidos usados incluyen solucion acida de
complejos Grupo IIA escasamente solubles ("AGIIS"), aducto de acido organico de AGIIS y acido sulfarico con sulfato
de calcio disuelto en el mismo. Otro aspecto de la presente invencién se refiere a una arcilla de aluminosilicato de
calcio y sodio hidratado con una distribucion relativamente uniforme del tamafio de particula de menos de
aproximadamente 80 micrémetros.
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Un primer aspecto de la presente invencion es un conservante para alimentos o piensos que comprende:

una cantidad eficaz de arcilla acidificada capaz de inactivar una micotoxina y capaz de matar o inhibir el crecimiento
de un microorganismo, en el que la arcilla acidificada comprende una arcilla mezclada con un acido o una mezcla
acida, dicho acido o mezcla acida comprende un complejo del Grupo IIA escasamente soluble ("AGIIS"), y en el
que la proporcion en peso de la arcilla al acido o la mezcla acida varia desde 50 : 1 a 1: 5, y en el que la arcilla es
una arcilla aislada de aluminosilicato de calcio con bajo contenido de sodio que es sustancialmente exento de
dioxinas y contaminantes toxicos prioritarios de metales pesados, y es capaz de unirse a aflatoxinas, en el que la
arcilla de aluminosilicato de calcio con bajo contenido de sodio aislada tiene una composicién quimica que
comprende: CaO superior a aproximadamente 3,2%; MgO que varia desde 4,0 a 5,4%; Fe>O3 que varia desde 5,4
a 6,5%; K>O que varia desde 0,50 a 0,90%; Na;O que varia desde 0,10 a 0,30%; MnO que varia desde 0,01 a
0,03%; Al,O3 que varia desde 14,8 a 18,2%; y SiO, que varia desde 62,4 a 73,5%; en el que, la composicion
quimica se da como porcentaje en peso, y en el que la arcilla tiene un tamafio de particula sustancialmente
uniforme de menos de aproximadamente 80 micrémetros. El conservante usa una cantidad eficaz de arcilla
acidificada capaz de inactivar una micotoxina y capaz de matar o inhibir el crecimiento de un microorganismo. La
arcilla acidificada comprende una arcilla mezclada con un acido o una mezcla acida. La proporcién en peso de la
arcilla al acido o la mezcla acida varia desde aproximadamente 50 : 1 a aproximadamente 1 : 5. El acido o la
mezcla acida comprende un complejo del Grupo IIA escasamente soluble ("AGIIS"), un compuesto organico
metalado altamente &acido. acido ("HAMO"), una mezcla metalada altamente acida de acido inorganico
("HAMMIA"), o una mezcla de estos. El acido o la mezcla acida puede ser un aducto que tiene AGIIS (por ejemplo,
un acido lactico, un acido propidnico o una mezcla de estos). La arcilla preferida es una arcilla aislada de
aluminosilicato de calcio con bajo contenido de sodio que esta sustancialmente libre de dioxinas y contaminacion
toxica prioritaria por metales pesados, y es capaz de unir aflatoxinas. La arcilla tiene un tamafio de particula
uniforme de menos de aproximadamente 80 micrometros y una composicion quimica que comprende: CaO
superior a aproximadamente 3,2%; MgO que varia desde aproximadamente 4,0 a aproximadamente 5,4%; Fe;O3
que varia desde aproximadamente 5,4 a aproximadamente 6,5%; K20 que varia desde aproximadamente 0,50 a
aproximadamente 0,90%; Na20 que varia desde aproximadamente 0,10 a aproximadamente 0,30%; MnO que
varia desde aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,03%; Al203 que varia desde aproximadamente 14,8 a
aproximadamente 18,2%; y SiO2 que varia desde aproximadamente 62,4 a aproximadamente 73,5%; en el que,
la composicion quimica se da como porcentaje en peso.

Un segundo aspecto de la presente invencion comprende un procedimiento de preparacion de una arcilla
acidificada que se usa como conservante para alimentos o piensos, de mezcla de una arcilla con un acido o una
mezcla acida en una proporcién en peso de la arcilla al acido o la mezcla acida desde 50 : 1 a 1: 5, en el que el
acido o la mezcla acida es un complejo del Grupo 1A escasamente soluble ("AGIIS"); un acido organico metalado
altamente acido ("HAMQ"); una mezcla metalada altamente acida de acido inorganico ("HAMMIA"); o una mezcla
de los mismos; y la arcilla comprende una arcilla aislada de aluminosilicato de calcio con bajo contenido de sodio
que esta sustancialmente libre de dioxinas y contaminacion toxica prioritaria por metales pesados, y es capaz de
unir aflatoxinas y seleccionar una arcilla procesada para que tenga una composicion quimica que comprenda: CaO
superior al 3,2%; MgO que varia desde 4,0 a 5,4%; Fe;O3 que varia desde 5,4 a 6,5%; K>O que varia desde 0,50
a 0,90%; NaxO que varia desde 0,10 a 0,30%; MnO que varia desde 0,01 a 0,03%; Al,O3 que varia desde 14,8 a
18,2%; y SiO» que varia desde 62,4 a 73,5%; en el que, la composiciéon quimica se da como porcentaje en peso,
la arcilla tiene un tamafio de particula sustancialmente uniforme de menos de aproximadamente 80 micrometros.
Los acidos preferidos, mezclas acidas y arcillas se describen a continuacion.

Un tercer aspecto de la presente invencion comprende matar o inhibir el crecimiento de un microorganismo e
inactivar una micotoxina en un alimento o pienso que comprende:

poner en contacto el alimento o el pienso con una arcilla acidificada; en el que la arcilla acidificada se mezcla con
un acido o una mezcla acida en una proporcién en peso de la arcilla al acido o la mezcla acida desde 50:1a 1 :
5, en el que el acido o la mezcla acida es un complejo del Grupo lIA escasamente soluble ("AGIIS"); y en el que la
arcilla es una arcilla de aluminosilicato de calcio con bajo contenido de sodio aislada que esta sustancialmente
libre de dioxinas y contaminacion toxica prioritaria de metales pesados, en el que la arcilla de aluminosilicato de
calcio con bajo contenido de sodio aislada tiene una composicion quimica que comprende: CaO superior a
aproximadamente 3,2%; MgO que varia desde 4,0 a 5,4%; Fe;O3 que varia desde 5,4 a 6,5%; KO que varia desde
0,50 a 0,90%; NaO que varia desde 0,10 a 0,30%; MnO que varia desde 0,01 a 0,03%; Al,O3 que varia desde
14,8 a 18,2%; y SiO2 que varia desde 62,4 a 73,5%; en el que, la composicidon quimica se da como porcentaje en
peso, y en el que la arcilla tiene un tamafio de particula sustancialmente uniforme de menos de aproximadamente
80 micrometros, y en el que la arcilla mezclada con el acido o la mezcla acida es capaz de matar o inhibir el
crecimiento de un microorganismo y es capaz de unir las aflatoxinas. Los acidos preferidos, las mezclas acidas y
las arcillas se forman en paquetes Utiles que son capaces de contactar un alimento. Por ejemplo, la arcilla
acidificada puede producirse en forma de polvo, en forma de pellas o incorporarse directamente en un material de
empaquetado. En una realizacion preferente, la arcilla acidificada se empaqueté en una almohadilla absorbente y
se dejo en contacto con un producto carnico empaquetado. Alternativamente, un polvo fino de la arcilla acidificada
(aproximadamente 80 micrometros) se puede mezclar con granos o incorporarse a un material de empaquetado
usado para envolver la carne de los animales (esto es, filetes, pollo o cerdo).
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Breve descripcion de los dibujos.

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion se puede entender mejor por referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacién con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en la presente memoria.

La figura 1 muestra las estructuras quimicas de los congéneres de aflatoxinas predominantes.
La figura 2 muestra los resultados de estudios in vivo usando HSCAS.

La figura 3 muestra como se selecciono la arcilla para las pruebas debido a su estado GRAS y su pureza, incluidos
los niveles prioritarios de metales traza y dioxina. usando HSCAS.

La figura 4 muestra las isotermas de HSCAS regular versus colapsado.
La figura 5 muestra que se tomaron cultivos para Campylobacter jejuni el dia 10 después del inicio de CAPC.
Descripcion detallada

Antes de describir la presente invencion en detalle, debe entenderse que esta invencién no se limita a composiciones
particulares o sistemas de suministro de composiciones, que pueden variar. También se debe entender que la
terminologia usada en la presente memoria tiene el propdsito de describir realizaciones particulares solamente, y no
pretende ser limitante. Ademas, antes de describir realizaciones detalladas de la invencién, sera util establecer
definiciones que se usen para describir la invencion. Las definiciones establecidas se aplican solo a los términos tal
como se usan en esta patente y pueden no ser aplicables a los mismos términos que se usan en otros lugares, por
ejemplo, en la literatura cientifica u otras patentes o solicitudes, incluidas otras solicitudes de estos inventores o
asignadas a propietarios comunes. Ademas, cuando se dan ejemplos, pretenden ser solo ejemplares y no restrictivos.

Se debe tener en cuenta que, como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "una" y "el" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De
este modo, por ejemplo, la referencia a "un agente farmacolégicamente activo" incluye una mezcla de dos o mas de

tales compuestos, la referencia a "una base" incluye mezclas de dos o mas bases, y similares.

Al describir y reivindicar la presente invencion, se usara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones que
se exponen a continuacion.

"Agente activo", "agente farmacolégicamente activo”, "composicion” y "farmaco” se usan indistintamente en la presente
memoria para referirse a composiciones y farmacos que son Utiles como conservantes y aditivos para alimentos y
piensos. Los términos también abarcan derivados y analogos farmacolégicamente aceptables, farmacolégicamente
activos de tales farmacos, que incluyen, pero no se limitan a, sales, ésteres, amidas, profarmacos, metabolitos activos,
complejos de inclusion, analogos y similares. Por lo tanto, cuando se usan los términos "agente activo", "agente
farmacologicamente activo" o "farmaco", debe entenderse que los solicitantes tienen la intencion de incluir la
composicion activa per se, asi como las sales farmacéuticamente aceptables, farmacolégicamente activas, ésteres,
amidas, profarmacos, metabolitos activos, complejos de inclusion, analogos, etc., que se denominan colectivamente
en la presente memoria como "derivados farmacéuticamente aceptables".

La presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para prevenir el deterioro de los alimentos
mediante la adicion de un conservante y aditivo para alimentos y piensos. Algunas de las toxinas que se producen en
los alimentos son las aflatoxinas, que son un grupo de micotoxinas cancerigenas producidas principalmente por
hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus y a menudo se detectan en alimentos y productos agricolas. Estos
compuestos son termoestables y pueden sobrevivir a una variedad de procedimientos de procesamiento de alimentos;
asi, las aflatoxinas pueden presentarse como contaminantes "inevitables" de la mayoria de los alimentos y piensos.
De las cuatro aflatoxinas naturales (B1, Bz, G1 y G2), la aflatoxina B4 es la mas téxica. Ademas, varios estudios sugieren
que la exposicion de bajo nivel a las aflatoxinas puede causar la supresion del sistema inmune y una mayor
susceptibilidad a la enfermedad.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a diversas arcillas y minerales acidificados como conservantes y aditivos
para alimentos y piensos. Estas arcillas y minerales acidificados pueden funcionar como un alimento o aditivo
alimenticio que mata o inhibe el crecimiento de microorganismos dafinos y al mismo tiempo inactiva las micotoxinas,
como las aflatoxinas, presentes como contaminantes en alimentos para seres humanos y piensos. La arcilla es un
adsorbente que tiene afinidades selectivas de estructura para diversas micotoxinas, como las aflatoxinas, inactivando
asi las micotoxinas presentes en alimentos para seres humanos y piensos. Aunque no quiere estar limitado por la
teoria, se cree que el acido adsorbido o absorbido esta disponible a partir de la arcilla acidificada para matar los
microorganismos dafinos presentes como contaminantes en alimentos para seres humanos y piensos.

La arcilla o mineral adecuado para esta invencion incluye arcilla de montmorillonita, filosilicato, Florisil®, bayerita,
pseudoboehmita, alumina, gel de silice, 6xidos de aluminio, gibbisita, boehmita y bauxita. La arcilla preferida usada
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incluye aluminosilicato de calcio y sodio hidratado (arcilla "HSCAS" disponible comercialmente como NovaSil Plus ™
que es producida por Engelhard Corporation y disponible de Trouw Nutrition, EE. UU.).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una arcilla de aluminosilicato de calcio y sodio hidratado, tal como
NovaSil Plus ™, con una distribucion relativamente uniforme del tamafio de particula de menos de aproximadamente
80 micrémetros. Tal arcilla con tamafos de particula pequefios relativamente uniformes es particularmente adecuada
para una mezcla uniforme u homogénea. Esta arcilla con distribucion uniforme del tamafio de particula se puede
obtener, por ejemplo, tamizando el aluminosilicato de sodio y calcio hidratado con una malla de 325 para separar y
eliminar particulas que tienen tamafios mayores de aproximadamente 45 micrémetros.

La apariencia de NovaSil Plus™ es de color blanco crema a tostado y es un polvo que fluye libremente. El contenido
de humedad libre es de aproximadamente el 9%. La densidad aparente suelta es 0,64 g/ cm?; la densidad aparente
empagquetada es de aproximadamente 0,80 g/cm?3; y la distribucion del tamafio de particula es aproximadamente 5%
de malla +100, 18% de malla +200 y 60% de malla -325. El analisis quimico mostré que el % de CaO esta entre 3,2-
4.8; % MgO esta entre 4,0-5,4; % Fe;O3 esta entre 5,4-6,5; % K20 esta entre 0,50-0,90; % Na,O esta entre 0,10-0,30;
% MnO esta entre 0,01-0,03; % Al.O3 esta entre 14,8-18,2; y% SiO; esta entre 62,4-73,5. El contenido de trazas de
metales pesados es el siguiente: Pb, 6,0-6,5 ppm; Como, 0,5-0.7 ppm; Cd, 0,2-0,4 ppm; Cr, 5,5-6,0 ppm, y Hg, menos
de 0,1 ppm. La arcilla esta sustancialmente libre de dioxinas (la dioxina como se usa aqui se refiere al contaminante
toxico 2,3,7,8-tetraclorodibenzodioxina ("TCDD") que se usa como indice de la presencia de dioxinas en el ingrediente
alimentario) en NovaSil Plus arriba el limite de deteccién de 0,33 partes por billon ("ppt").

Los acidos, o mezclas acidas, usados incluyen solucion acida de complejos del Grupo IIA escasamente solubles
("AGIIS"); aducto que tiene AGIIS, preferiblemente es el aducto de acido organico en el que el acido organico puede
ser acido propionico, acido lactico o ambos; acido sulfurico que tiene sulfato de calcio disuelto en el mismo, el acido
sulfurico puede ser acido sulfurico concentrado; acido organico metalado altamente acido ("HAMO"); mezcla metalada
altamente acida de acido inorganico ("HAMMIA"), y una mezcla de los mismos.

Un primer acido, o mezcla acida, es AGIIS. La solucién acida, o de pH bajo, de complejos del Grupo IIA escasamente
solubles ("AGIIS") puede tener una suspension de particulas muy finas, y el término "pH bajo" significa que el pH esta
por debajo de 7 en la region acida. El AGIIS tiene una cierta normalidad acida pero no tiene el mismo comportamiento
deshidratante que un sulfato de calcio saturado en acido sulfurico que tiene la misma normalidad. En otras palabras,
el AGIIS tiene una cierta normalidad acida pero no carboniza la sacarosa tan facilmente como una solucién saturada
de sulfato de calcio en acido sulfurico que tiene la misma normalidad. Ademas, el AGIIS tiene baja volatilidad a
temperatura y presion ambiente. Es menos corrosivo para la piel humana que el acido sulfurico saturado con sulfato
de calcio que tiene la misma normalidad acida. Sin pretender quedar vinculado por la teoria, se cree que una
realizaciéon de AGIIS comprende aniones de sulfato, aniones de sulfato o variaciones de estos casi saturados,
saturados o super-saturados, y/o iones complejos que contienen calcio, sulfatos y/o variaciones de este.

El término "complejo", como se usa en la presente memoria, indica una composicion en la que estan asociados
constituyentes individuales. "Asociado” significa que los constituyentes estan unidos entre si de forma covalente o no
covalente, este Ultimo como resultado de enlaces de hidrogeno u otras fuerzas intermoleculares. Los constituyentes
pueden estar presentes en formas idnicas, no iénicas, hidratadas u otras.

El AGIIS se puede preparar de varias maneras. Algunos de los procedimientos implican el uso de hidréxido del Grupo
IA, pero algunas de las sintesis carecen del uso de cualquier hidroxido del Grupo IA agregado, aunque es posible que
una pequeia cantidad de metal del Grupo |IA pueda estar presente como "impurezas". La forma preferida de fabricar
AGIIS es no agregar hidréxido del Grupo IA a la mezcla. Como la frase lo indica, AGIIS es altamente acido, i6nico,
con un pH inferior a aproximadamente 7, preferiblemente inferior a aproximadamente 2.

Las mezclas acidas preferidas para esta invencion incluyen: (1) "aducto acido 1", que es una mezcla que contiene
acido lactico (88% p/v); 5N AGIIS; fosfato de disodio; agua en un % P/P (el porcentaje de composicion puede variar
en una proporcion de +/- 5%) de 36,8: 9,9: 2,0: 51,3 y (2) "Acid Adduct II", que es una mezcla que contiene acido
lactico (88% WI/V); acido propidnico (99% p/v); 5N AGIIS; fosfato de disodio; agua en una proporciéon de % P/P
(porcentaje de composicion puede variar en +/- 5%) de 35,9: 29,1: 8,5: 2,2: 24,3.

La arcilla acidificada se prepara mezclando lentamente una mezcla acida preferida con una arcilla preferida (véase
ejemplos). La proporcion en peso del acido a la arcilla puede variar ampliamente, dependiendo del tipo de arcilla y
acido usado. La relacién normal puede variar de 50 : 1 a 1 : 5. Preferiblemente, la proporcién en peso del acido a la
arcilla varia desde 1: 1 a 1: 1,25. En algunos casos, la arcilla acidificada resultante aparece como grumos de sélidos,
que luego se pueden moler a polvo. Después de completar la mezcla, la arcilla acidificada resultante se deja secar,
preferiblemente a temperatura ambiente.

Las arcillas acidificadas deben estar preferiblemente en forma de polvo que fluya sustancialmente de manera libre, y
de tamarios de particulas finas o pequefias relativamente uniformes, y por lo tanto capaces de aplicarse uniformemente
y mezclarse con alimentos o piensos. Por lo tanto, la arcilla, debido a su estructura, tiene afinidades selectivas a varias
micotoxinas, como las aflatoxinas. El acido usado para acidificar la arcilla acidificada no deberia alterar o destruir
significativamente la estructura de la arcilla para hacer que la arcilla pierda sus afinidades selectivas a varias
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micotoxinas. La arcilla de tamafio de particula relativamente fina también funciona como un vehiculo, o medio, para el
acido absorbido o adsorbido en el mismo.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un procedimiento que emplea una arcilla acidificada para
matar o inhibir el crecimiento de microorganismos dafinos, asi como para inactivar micotoxinas, tales como
aflatoxinas, comunmente encontradas en piensos para animales y alimentos para seres humanos. Aqui se permite
que una cantidad eficaz (ya que la cantidad es suficiente para expresar sus propiedades antimicrobianas o antitoxinas)
de la arcilla acidificada (por ejemplo, al mezclar, mezclar o rociar) contacte la comida humana o la alimentacién animal.
La arcilla funciona como un portador o medio de los acidos o las mezclas acidas.

Aunque no quiere estar limitado por la teoria, no hay procedimientos absolutos disponibles para eliminar totalmente la
contaminacion por micotoxinas en varios productos agricolas; sin embargo, los enfoques basados en arcilla acida
ofrecen una solucion econdémica y practica para reducir la exposicion dietética a aflatoxinas y microbios. Las
composiciones y procedimientos de uso de la arcilla acida para prevenir el crecimiento microbiano y la contaminacion
por aflatoxinas en alimentos o piensos se describen en los ejemplos a continuacion:

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente esta invencion y la manera en que puede llevarse
a cabo. Sin embargo, se entendera que los detalles especificos proporcionados en los ejemplos se han elegido solo
con fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes de la invencion.

Ejemplo 1
Acidos

Un procedimiento preferido para preparar AGIIS implica mezclar un acido mineral con un hidréxido del Grupo lIA, o
con una sal del Grupo IIA de un acido dibasico, o con una mezcla de los dos materiales del Grupo lIA. En la mezcla,
también se forma una sal del Grupo llIA. Preferiblemente, el material o materiales de partida del Grupo IIA
seleccionados daran lugar a, y formaran, la sal o sales del Grupo IIA que son escasamente solubles en agua. El acido
mineral preferido es el acido sulfurico, el hidroxido del Grupo IIA preferido es el hidréxido de calcio, y la sal del Grupo
IIA preferida de un acido dibasico es el sulfato de calcio. Otros ejemplos de sal del Grupo llA incluyen 6xido de calcio,
carbonato de calcio y "bicarbonato de calcio".

De este modo, por ejemplo, AGIIS se puede preparar mezclando o mezclando materiales de partida dados en uno de
los siguientes esquemas con buena reproducibilidad:

(1) H2SO4 y Ca(OH)y;

(2) H2S04, Ca(OH),, y CaCOs;

(3) H2SO4, Ca(OH),, CaCOg, y CO- (gas);

(4) H2S04, CaCOs, y Ca(OH)y;

(5) H2S04, Ca(OH)2, y CaSOu4;

(6) H2S04, CaS04, CaCOs3, y Ca(OH)y;

(7) H2SO4, CaS0O4, CaCOs3, y CO2 (gas); y

(8) H2S04, CaS0O4, CaCOs3, CO; (gas), y Ca(OH)..

Preferiblemente, el AGIIS se prepara mezclando hidréxido de calcio con acido sulfurico concentrado, con o sin una sal
opcional del Grupo IlA de un acido dibasico (tal como sulfato de calcio) afiadido al acido sulfurico. El sulfato de calcio
opcional se puede agregar al acido sulfurico concentrado antes de la introduccion de hidréxido de calcio en la mezcla
de mezcla. La adicion de sulfato de calcio al acido sulfurico concentrado parece reducir la cantidad de hidréxido de
calcio necesaria para la preparacion de AGIIS. Otros reactivos opcionales incluyen carbonato de calcio y diéxido de
carbono gaseoso que se burbujean en la mezcla. Independientemente del uso de cualquier reactivo opcional, se
encontré que el uso de hidréxido de calcio es deseable.

Un procedimiento preferido para preparar AGIIS se puede describir brevemente como: Se agrega acido sulfurico
concentrado al agua enfriada (8° - 12 °C) en el recipiente de reaccion, luego, con agitacion, se agrega sulfato de calcio
al acido en frio. agua para dar una mezcla. El control de temperatura es primordial en este procedimiento. Luego, a
esta mezcla de agitacion se le agrega una suspension de hidréxido de calcio en agua. El sélido formado a partir de la
mezcla se elimina luego. Este procedimiento implica el uso de acido sulfurico, sulfato de calcio e hidréxido de calcio,
y tiene varias ventajas inesperadas. En primer lugar, esta reaccion no es violenta y no es extremadamente exotérmica.
Ademas de ser facil de controlar y facil de reproducir, esta reaccién usa ingredientes cada uno de los cuales ha sido
revisado por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos ("FDA de los Estados Unidos") y se ha
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determinado que "generalmente se reconoce como seguro” ("GRAS"). Como tal, cada uno de estos ingredientes se
puede agregar directamente a los alimentos, sujeto, por supuesto, a ciertas limitaciones. Bajo la concentracion
adecuada, cada uno de estos ingredientes puede usarse como coadyuvantes de procesamiento y en aplicaciones de
contacto con alimentos. Su uso esta limitado solo por la idoneidad del producto y las buenas practicas de fabricacion
("GMP"). El AGIIS asi preparado es, por lo tanto, seguro para el consumo animal, seguro para los auxiliares
tecnolodgicos y seguro en aplicaciones de contacto con alimentos. Ademas, el AGIIS reduce los contaminantes
bioldgicos no solo al inhibir el crecimiento de los microorganismos y matarlos, sino también al destruir las toxinas
formadas y generadas por los microorganismos. El AGIIS formado también puede preservar o extender la vida util de
los productos consumibles, ya sean productos vegetales, animales, farmacéuticos o biolégicos. También conserva o
mejora la calidad organoléptica de una bebida, un producto vegetal o un producto animal. También posee ciertas
propiedades curativas y terapéuticas.

El 4cido sulfurico usado es usualmente de 95-98% de grado FCC (aproximadamente 35-37 N). La cantidad de acido
sulfurico concentrado puede variar de aproximadamente 0,05 M a aproximadamente 18 M (aproximadamente 0,1 N a
aproximadamente 36 N), preferiblemente de aproximadamente 1 M a aproximadamente 5 M. Es especifica de la
aplicacion. El término "M" usado indica molar o moles por litro.

Normalmente, una suspension de hidroxido de calcio finamente molido suspendido en agua (aproximadamente 50%
p/v) es la forma preferida de introducir el hidroxido de calcio, en incrementos, en una solucién agitada de acido
sulfarico, con o sin la presencia de sulfato de calcio. Normalmente, la reaccion se lleva a cabo por debajo de 40 °C,
preferiblemente por debajo de la temperatura ambiente, y mas preferiblemente por debajo de 10 °C. El tiempo para
agregar hidréxido de calcio puede variar de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 4 horas. La velocidad de
agitacion puede variar de aproximadamente 600 a aproximadamente 700 rpm o mas. Después de la mezcla, la mezcla
se filtra a través de un filtro de 5 micrometros. Luego se deja reposar el filtrado durante la noche y se elimina el
sedimento fino por decantacion.

El hidréxido de calcio usado es generalmente de grado FCC de aproximadamente 98% de pureza. Por cada mol de
acido concentrado, como el acido sulfurico, la cantidad, en moles, de hidroxido de calcio usada es especifica de la
aplicacién y varia desde aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1.

El acido fosférico usado es generalmente de JT Baker de aproximadamente 85-88%.

El fosfato de monohidrégeno de calcio es usualmente de 98-99%; y el fosfato de calcio ("el tribasico") se obtiene de
Mallinckrodt. Otras sales de fosfato usadas son todas de grado reactivo.

El carbonato de calcio opcional es normalmente de grado FCC que tiene una pureza de aproximadamente el 98%.
Cuando se usa con hidréxido de calcio como se describid anteriormente, por cada mol de acido concentrado, tal como
acido sulfurico, la cantidad, en moles, de carbonato de calcio varia desde aproximadamente 0,001 a aproximadamente
0,2, dependiendo de la cantidad de hidroxido de calcio usado.

El diéxido de carbono opcional generalmente se burbujea en la suspension que contiene hidréxido de calcio a una
velocidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 libras de presion. El dioxido de carbono se burbujea en la
suspension durante un periodo de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 horas. La suspensién se agrega luego
al recipiente de reaccion que contiene el acido sulfurico concentrado.

Otro ingrediente opcional es el sulfato de calcio, una sal del Grupo IIA de un acido dibasico. Normalmente, se usa
sulfato de calcio dihidratado. Como se usa en esta solicitud, la frase "sulfato de calcio" o la férmula "CaSO," significa
sulfato de calcio anhidro o hidratado. La pureza del sulfato de calcio (dihidrato) usada suele ser del 95-98% de grado
FCC. La cantidad de sulfato de calcio, en moles por litro de acido sulfurico concentrado, varia desde aproximadamente
0,005 a aproximadamente 0,15, preferiblemente de aproximadamente 0,007 a aproximadamente 0,07, y mas
preferiblemente de aproximadamente 0,007 a aproximadamente 0,04. Es de aplicacion especifica.

En el caso de que se use CaSO, para la reaccion al agregarlo a la solucion de H.SO4 concentrado, la cantidad de
CaSO0s, en gramos por litro de solucion basada en el volumen final, tiene la siguiente relacion:

Normalidad acida AGIIS final (N) Cantidad de CaSO4 en g/l

1-5 5
6-10 4
11-15 3
16-20 2
21-36 1
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El AGIIS obtenido podria tener un intervalo de normalidad acida de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 31; el
pH inferior a 0; punto de ebullicién de aproximadamente 100 a aproximadamente 106 °C; punto de congelacion de
aproximadamente -8 °C a aproximadamente 0 °C.

El AGIIS obtenido al usar la reaccién de H,SO4/Ca (OH) »/CaSOs tuvo los siguientes analisis (promedio):

AGIIS con normalidad acida final de 1,2 N, pH de -0,08

H30", 2,22%; Ca, 602 ppm; SO4, 73560 ppm; K, 1,36 ppb; impurezas de 19,68 ppm, y no se detectd ni Na ni Mg.

AGIIS con normalidad acida final de aproximadamente 29 N, pH de aproximadamente-1,46

H30", 30,68%; Ca, 52,9 ppm; SO, 1422160 ppm; K, 38,02 ppb; y no se detectd ni Na ni Mg.

Se pueden usar soluciones acuosas de otros alcalis o bases, tales como solucién o suspension de hidroxido del Grupo
IA y solucién o suspension de hidréxido del Grupo lIA. Los grupos IA y IIA se refieren a los dos grupos en la tabla
periédica. Se prefiere el uso de hidréxido del Grupo IlA. Preferiblemente, las sales formadas a partir del uso de
hidroxidos del Grupo IlA en la reaccién son escasamente solubles en agua. También es preferible usar solo hidroxido
del Grupo IIA como base sin la adicion de hidréxido del Grupo IA.

Después de la reaccion, la solucion acida concentrada resultante con un valor de pH relativamente bajo, tipicamente
inferior a pH 1, se puede diluir con agua desionizada al valor de pH deseado, tal como un pH de aproximadamente 1
o aproximadamente 1,8.

Como se discutié anteriormente, AGIIS tiene propiedades de deshidratacion relativamente menos (tales como
sacarosa carbonizada) en comparacion con la solucion saturada de CaSQO4 en la misma concentracion de HxSO,.
Ademas, la estabilidad y la naturaleza no corrosiva de los AGIIS de la presente invencion pueden ilustrarse por el
hecho de que una persona puede poner su mano en esta solucién con un pH de menos de 0,5 y, sin embargo, su
mano sufre sin irritacion y sin lesiones. Si, por otro lado, uno coloca su mano en una solucién de acido sulfarico de pH
inferior a 0,5, se produciria una irritacién en un periodo de tiempo relativamente corto. Una solucién de 28 N de acido
sulfurico saturado con sulfato de calcio causara quemaduras quimicas en la piel humana después de unos segundos
de contacto. En contraste, la solucién de AGIIS de la misma normalidad no causaria quemaduras quimicas en la piel
humana incluso después de estar en contacto durante 5 minutos. El AGIIS no parece ser corrosivo cuando se pone
en contacto con la cubierta protectora ambiental de plantas (cuticulas) y animales (piel). AGIIS tiene baja volatilidad a
temperatura y presion ambiente. Incluso tan concentrado como 29 N, el AGIIS no tiene olor, no emite humos en el aire
y no irrita la nariz humana cuando se huele esta solucién concentrada.

Un segundo acido, o mezcla acida, es un aducto que tiene AGIIS, que comprende AGIIS y uno mas aditivos. El "aditivo"
de la presente invencion parece mejorar, y también parece ser sinérgico a, la efectividad de la composicion acida de
la presente invencion. Los ejemplos del aditivo incluyen alcohol, acido organico, acido peryddico y tensioactivo. La
cantidad de aditivo agregado al AGIIS varia dependiendo del porcentaje en peso final deseado del aditivo en la
composicion de aducto final. El porcentaje en peso de aditivo necesario para la composicion de aducto de la presente
invencion puede variar de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 99,99, basado en el peso total de la composicién
de aducto final. El aditivo de alcohol preferido para la presente invencion incluye metanol, etanol, 1-propanol, 2-
propanol y otros alcoholes de alquilo inferior.

El aditivo acido organico de la presente invencion incluye acido carboxilico. Un acido carboxilico es un compuesto
organico que contiene el grupo -COOH, esto es, un carbonilo unido a un grupo hidroxilo. Los acidos organicos
preferidos para la presente invencion incluyen acido lactico, acido acético, acido propionico, acido oxalico, acido
sorbico, acido butirico, acido benzoico, acido glicélico, acido peracético y una mezcla de estos.

Un tensioactivo para la presente invencion es un agente tensioactivo. Por lo general, es un compuesto organico que
consta de dos partes: una, una porcion hidrofébica, que generalmente incluye una larga cadena de hidrocarburos; y
dos, una porcion hidrofila que hace que el compuesto sea suficientemente soluble o dispersable en agua u otro
disolvente polar. Los tensioactivos generalmente se clasifican en: (1) anidnico, donde la unidad estructural hidrofilica
de la molécula lleva una carga negativa; (2) catiénico, donde esta unidad estructural de la molécula lleva una carga
positiva; y (3) no iénicos, que no se disocian, pero comunmente derivan su unidad estructural hidrofilica de estructuras
polihidroxidicas o polietoxidicas. Otros tensioactivos incluyen tensioactivos anfoliticos y de ion hibrido. Un tensioactivo
preferido para la presente invencion incluye polisorbatos (Tween 80).

A menos que se defina lo contrario, la cantidad de cada ingrediente o componente de la presente invencion se basa
en el porcentaje en peso de la composicion final, generalmente el concentrado antes de la dilucion adicional para
alcanzar el pH deseado de aproximadamente 1,8. El AGIIS que tiene un pH de aproximadamente 1,8 generalmente
se diluye mas con agua antes de aplicarlo a un producto animal o vegetal.

Un tercer acido, o mezcla acida, es acido organico metalado altamente acido ("HAMQ"). La composicion de HAMO
puede tener una suspension de particulas muy finas, y tiene un catién monovalente o polivalente, un acido organico y
un anién de un acido regenerante, como el anion de un oxacido fuerte. El término "altamente acido" significa que el
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pH esta en la region acida, por debajo de al menos aproximadamente 4. HAMO de la presente invencidon es menos
corrosivo para un metal ferroso que una solucién de un acido mineral que tiene el mismo valor de pH acido que el de
la composicion acida HAMO también es mas biocida que una mezcla del acido organico y una sal metalica del acido
organico cuya mezcla tiene el mismo valor de normalidad acida que el de la composicion acida.

En general, una forma de preparar HAMO es mezclando los siguientes ingredientes: (1) al menos un acido
regenerador; (2) al menos una base metalica; y (3) al menos un acido organico, en el que la cantidad equivalente del
acido regenerante es superior a la cantidad equivalente de la base metdlica. La cantidad equivalente de la base
metalica deberia ser aproximadamente igual a la del acido organico. En lugar de usar una base metalica y un acido
organico, se puede usar una sal metalica del acido organico en lugar de la base metalica y el acido organico. El sélido
insoluble se elimina por cualquier procedimiento convencional, como sedimentacion, filtracion o centrifugacion.

En general, HAMO se puede preparar mezclando o mezclando los ingredientes necesarios de al menos las siguientes
maneras:

1. Regenerando acido + (base metalica + acido organico);

2. Acido regenerador + (base metalica + sal de 4cido organico);
3. (acido regenerador + sal de acido organico) + base; y

4. Acido regenerador + sal de 4cido organico.

El paréntesis en el esquema anterior indica "premezclar" los dos ingredientes mencionados en el paréntesis.
Normalmente, el acido regenerante se agrega en ultimo lugar para generar el HAMO. Aunque cada uno de los reactivos
se enumera como un reactivo Unico, opcionalmente, se puede usar mas de un reactivo individual, tal como mas de un
acido regenerador o acido organico, en la presente invencion. El nimero de equivalentes del acido regenerante debe
ser mayor que el numero de equivalentes de la base metalica, o los de la sal metalica del acido organico. Cuando el
acido organico es un aminoacido que, por definicion, contiene al menos un grupo amino, entonces el nimero de
equivalentes del acido regenerante debe ser mayor que el numero total de equivalentes de la base o la sal metalicas
del acido organico, y el grupo amino "base" del aminoacido. Por lo tanto, el acido organico metalado altamente acido
resultante es diferente y no un tampon.

Como se usa en la presente memoria, un acido regenerador es un acido que "regenerara" el acido organico a partir
de su sal. Los ejemplos de un acido regenerador incluyen un acido binario fuerte, un oxacido fuerte y otros. Un acido
binario es un acido en el que los protones se unen directamente a un atomo central, esto es (atomo central) -H. Los
ejemplos de un acido binario incluyen HF, HCI, HBr, HI, H2S y HNs. Un oxacido es un acido en el que los protones
acidos estan unidos al oxigeno, que a su vez esta unido a un atomo central, esto es (atomo central) -O-H. Los ejemplos
de oxiacido incluyen acidos que tienen Cl, Br, Cr, As, Ge, Te, P, B, As, I, S, Se, Sn, Te, N, Mo, W o Mn como el atomo
central. Algunos ejemplos incluyen H2SO4, HNO3, H,SeOs, HCIO4, H3POs y HMNO4. Algunos de los acidos (por
ejemplo, HMnO4) en realidad no pueden aislarse como tales, sino que solo se presentan en forma de sus soluciones
diluidas, aniones y sales. Un "oxiacido fuerte" es un oxacido que a una concentracién de 1 molar en agua da una
concentracion de H3O* mayor que aproximadamente 0,8 molar. El acido regenerante también puede ser una solucién
acida de complejos del Grupo IIA escasamente solubles ("AGIIS").

Un cuarto acido, o mezcla acida, es una mezcla metalada altamente acida de acidos inorganicos ("HAMMIA"). La
composicion tiene un pH acido y puede aislarse de una mezcla preparada mezclando ingredientes que comprenden
una sal de acido fosférico y una solucion o suspension preformada o generada in situ de un complejo acido del Grupo
IIA escasamente soluble ("AGIIS "), en el que la solucién o suspension de AGIIS esta en una cantidad suficiente para
hacer que el pH acido de la composicion sea inferior a aproximadamente 2.

Arcilla

Se dispone de varias estrategias para gestionar las aflatoxinas en productos agricolas, la mas simple de las cuales
requiere el aislamiento y la destruccion de la fuente contaminada. Sin embargo, este enfoque a menudo no es practico
ya que los suministros alternativos de alimentos pueden no estar disponibles, o los suministros de reemplazo pueden
no ser econémicamente asequibles. Uno de los enfoques mas prometedores y mejor estudiados para la prevencion
de aflatoxicosis en el ganado implica la incorporacion de arcillas o varios "agentes aglutinantes" en las dietas
contaminadas con estas toxinas. Los aditivos reducen la biodisponibilidad de la toxina en el tracto gastrointestinal;
esto es, sirven como agentes secuestrantes (enterosorbentes) de las toxinas, reduciendo asi la absorcion y distribucion
a la sangre y los 6rganos diana.

Se ha informado que los minerales de arcilla adsorbentes se unen a la aflatoxina B1 en liquidos. En el primer estudio
enterosorbente con aflatoxinas, se ha demostrado que una arcilla de montmorillonita de calcio que se usa cominmente
como aditivo antiaglomerante para piensos para animales absorbe significativamente la aflatoxina B1 con alta afinidad
y alta capacidad en soluciones acuosas y protege a los pollos de engorde y Leghorn de Los efectos tdxicos de las
7.500 ppb de aflatoxinas en la dieta. Desde este estudio inicial, se ha informado que la arcilla de montmorillonita de
calcio y otras arcillas de montmorillonita similares disminuyen los efectos téxicos de las aflatoxinas en una variedad
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de animales jévenes, incluidos roedores, polluelos, pavos, patitos, corderos, visones y cerdos. También se ha
demostrado que la arcilla en la dieta disminuye los niveles de aflatoxina M1 en la leche. Mas recientemente, los
biomarcadores urinarios de exposicion a AfB1 en perros se redujeron mediante la inclusion de arcilla de
montmorillonita de calcio. Por lo tanto, CAS a 0,5% (p/p) en el alimento protegido contra los efectos adversos de las
aflatoxinas de 7.500 ppb en el mismo alimento. Este alto nivel de aflatoxinas normalmente no se encontraria como un
contaminante de alimentos o piensos y (como tal) representa el "peor de los casos". La proteccién contra la aflatoxina
se puede mostrar a niveles tan bajos como 0,25% (p/p) en la dieta. Extrapolando al ser humano, una dosis aproximada
de 3 g de CAS en una capsula se aproximaria al nivel de 0,25% en los alimentos segun los datos de ingesta de
alimentos en Ghana y un peso corporal de 70 Kg.

Estudios de estado y seguridad GRAS para el uso in vivo de arcilla. Un experto en el arte seria consciente de que las
publicaciones cientificas respaldan el uso de arcilla de montmorillonita de calcio como agente aglutinante de
aflatoxinas en piensos para animales. Aqui se describe una compilacién de varios estudios in vivo que involucran
arcilla de montmorillonita de calcio en miltiples especies animales (véase la figura 2). Por ejemplo, el aluminosilicato
de calcio y sodio hidratado se reconoce generalmente como seguro para su uso en alimentos a un nivel que no exceda
el 2 por ciento de acuerdo con las buenas practicas de fabricacion o alimentacion.

En estudios en animales con arcilla de montmorillonita de calcio, no se han informado efectos adversos del tratamiento
con arcilla, a niveles de hasta el 2,0% en la dieta. En estudios recientes en roedores, se evaluaron las arcillas de
montmorillonita para determinar su posible toxicidad y biodisponibilidad de metales traza en ratas Sprague-Dawley
prefiadas durante el periodo de gestacion después de una exposicion de alto nivel en la dieta (2,0% p/p). Las arcillas
se complementaron en la dieta equilibrada de ratas Sprague-Dawley durante el embarazo a un nivel de 2,0% (p/p).
Las evaluaciones de toxicidad se realizaron el dia 16 de gestacion e incluyeron pesos corporales maternos, ingestas
de alimento materno, pesos de basura, ademas de resorciones embrionarias. Se recogieron y pesaron el higado y los
rifones, la tibia, el cerebro, el ttero, la placenta agrupada y la masa embrionaria agrupada. Los tejidos se liofilizaron
y luego se realiz6 el andlisis de activacion de neutrones (NAA). Los elementos considerados por NAA incluyen: Al, Br,
Ca, Ce, Co, Cr, Cs, Cu, Dy, Eu, Fe, Hf, K, La, Lu, Mg, Mn, Na, Nd, Ni, Rb, S, Sb, Sc, Se, Sm, Sr, Ta, Th, Te, Th, Ti,
Tl, U, V, Yb, Zn y Zr. La espectroscopia de masa de plasma acoplada inductivamente confind que Al estaba por debajo
de los limites de deteccion (0,5 ppm) en el cerebro, lo que indica que no hay biodisponibilidad significativa de este
metal a partir de interacciones de arcilla en el tracto gastrointestinal. Los animales suplementados con cualquiera de
las arcillas fueron similares a los controles con respecto a las evaluaciones de toxicidad y el analisis de metales, con
la excepcion de la disminucion de la Rb cerebral después de la suplementacion con arcilla. En general, los resultados
de este estudio sugieren que ni la arcilla a altas concentraciones en la dieta produce toxicidad manifiesta ni influye en
la absorcioén o utilizacion de minerales en la rata prefiada. En algunas realizaciones, la arcilla se seleccioné para la
prueba debido a su estado GRAS y su prioridad de pureza en metales traza y niveles de dioxinas, véase la figura 3.

Otros estudios en roedores y sujetos han confirmado la seguridad de la arcilla de montmorillonita de calcio para su
aplicacion en dietas humanas. En el estudio de roedores, las ratas fueron alimentadas con raciones que contenian
alrededor de 0, 0,25, 0,5, 1,0 y 2,0% de niveles de arcilla de montmorillonita de calcio. Se midieron, estandarizaron y
compararon los pesos corporales, el aumento de peso corporal, el peso de los érganos, la histopatologia, la bioquimica
plasmatica, las vitaminas séricas A y E y los micronutrientes (Fe y Zn) para determinar la toxicidad y cualquier
interaccién de la arcilla con nutrientes criticos al final del estudio. Después de 6 meses de exposicion a la arcilla, no
se observo morbilidad ni mortalidad entre los grupos de tratamiento. No hubo cambios en los 6rganos principales, la
bioquimica sérica o los niveles de micronutrientes. Las relaciones entre el peso de los érganos y el peso corporal final
para el higado, los rifiones, los pulmones, el corazén, el cerebro, el bazo y la tibia entre los grupos de tratamiento en
cada sexo no fueron significativamente diferentes. El analisis histopatoldgico del higado y los rifiones no indicé
diferencias entre los controles y la arcilla. tratos. Estos resultados sugieren que la inclusion de arcilla a niveles inferiores
al 2,0% (p/p) en la dieta no deberia resultar en una toxicidad manifiesta y puede usarse de manera segura para reducir
la exposicion a las aflatoxinas en el tracto gastrointestinal. En el estudio en seres humanos, la arcilla de montmorillonita
de calcio se prob¢ inicialmente para detectar metales traza y contenido de dioxina para confirmar la composicion de
la materia y garantizar bajos niveles de contaminacion.

La arcilla de montmorillonita de calcio se esterilizo luego con calor y se empaqueté en capsulas para usar en el estudio.
El disefio del estudio se baso6 en 2 grupos de tratamiento: 1) dosis baja-3 x 500 mg capsulas x 3 veces/dia por un total
de 2 semanas, y 2) dosis alta-3 x 1.000 mg capsulas x 3 veces/dia por un Total de 2 semanas. El ensayo de 2 semanas
consistid en 50 adultos sanos, de 22 a 40 afios seleccionados mediante examenes fisicos iniciales, analisis de
laboratorio de fluidos bioldgicos y cuestionario. Un experto habitual en la técnica podria hacer capsulas que se
modifican a partir de la descripcion anterior, que variaron en dosis, véase Remmington’s Pharmaceutical Sciences
17th Edition. Luego, los participantes recibieron capsulas de arcilla antes de las comidas con una botella de agua de
manantial. El personal médico estuvo en el lugar para monitorear cualquier queja o efecto adverso. Se tomaron
muestras de sangre y orina al final del periodo de 2 semanas y se administraron nuevamente analisis de laboratorio y
examenes fisicos. Cualquier evento adverso se informé de acuerdo con las pautas de los NIH. El cumplimiento del
protocolo de dosificacion alcanzé el 100% durante el periodo de estudio de dos semanas. El analisis de los datos
clinicos y bioquimicos para el monitoreo de los efectos secundarios, los parametros de sangre y orina para la funcion
hepatica y renal no mostré ninguin efecto adverso especifico.
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Modo de accidén y estudios mecanicistas. Varios estudios in vitro han evaluado la sorcién de aflatoxinas en la superficie
de arcilla de aluminosilicato de calcio (HSCAS) de sodio hidratado. Se ha demostrado que HSCAS, en solucién acuosa,
absorbe fuerte y preferentemente AfB4 y analogos similares de aflatoxina B1 (AfB+1) que contienen un sistema intacto
de B-dicarbonilo en su estructura molecular. El analisis isotérmico de la sorcién de AfB1 a HSCAS indicé caracteristicas
de alta afinidad y capacidad y también sugirid6 que diferentes sitios y/o mecanismos de accidon pueden estar
involucrados en la sorciéon de AfB4 en las superficies de arcilla. La entalpia de la sorcién AfB4 (cerca de ~40 kJ/mol)
mostro cierta variacion, lo que sugiere multiples sitios en HSCAS con propiedades termodinamicas diferentes. Estos
hallazgos indican que multiples sitios en la superficie de HSCAS pueden actuar para quimisorb AfB1 y que la
orientacion 6ptima de la molécula AfB4 es probablemente plana en las superficies de arcilla entre capas. Los grupos
funcionales en los analogos de aflatoxinas pueden obstaculizar estéricamente la sorcién en la superficie de HSCAS o
pueden bloquear la sorcion al interactuar a través de la region entre capas. Otros mecanismos de sorcion de AfB4 a
las superficies HSCAS pueden involucrar la quelacién potencial de cuentos de cationes intercalares predominantes
como el calcio y otros metales diversos del sitio de borde.

Descripcion del ingrediente y perfil. La arcilla de aluminosilicato de calcio (CAS) tiene una composicion diferente de la
arcilla de aluminosilicato de calcio y sodio hidratado (HSCAS), que tiene un color tostado oscuro. EI CAS tiene la
apariencia de un polvo que fluye libremente de color blanco a gris verdoso. El CAS es inodoro y tiene una gravedad
especifica de aproximadamente 2,4. El CAS aislado es insignificantemente soluble en agua y tiene un pH en el
intervalo de aproximadamente 5-9. Debido a los componentes de silice y silicato de aluminio, el CAS aislado puede
tener algunos efectos adversos si se inhalan particulas secas, pero no se sospechan efectos adversos para la salud
por la ingestion. Los valores tipicos son los siguientes:

Propiedades fisicas tipicas:

Humedad libre (LOD) 9%
Densidad aparente suelta 0,64 g/ cm?® 40 Ibs/ft3
Densidad aparente empacada 0,80 g/ cm?3 50 Ibs/ft3
Distribucion del tamafio de particula: 5% +malla 100
18% + malla 200
60% + malla 325

Analisis quimico tipico:

Analisis quimico por % de Ca0 3,2-4,8

Fraccionamiento de rayos X (XRF) % de MgO 4,0 - 5,4

Espectroscopia (% en peso): % de Fex035,4-6,5
% de K20 0,50 - 0,90
% de Na20 0,10 - 0,30
% de MnO 0,01 - 0,03
% de Al203 14,8 - 18,2
% de SiO2 62,4 - 73,5

Ademas, las pruebas de los productos de arcilla procesados de la planta de Engelhard, Jackson, MS han confirmado
bajos niveles de TCDD en CAS (<0,33 partes por billén, ppt). TCDD se da en las especificaciones de Engelhard como
un indice de la presencia de dioxinas en ingredientes alimenticios.

Procedimientos analiticos y métodos para el andlisis de adsorcién isotérmica. El andlisis de adsorcién isotérmica se
realizé usando una solucién madre de aflatoxina By (AfB+) preparada disolviendo cristales puros de AfBs (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) en acetonitrilo. Luego se inyecta un volumen de la solucion madre en agua purificada
(desionizada), produciendo una solucion de trabajo de 8 ug/ml de AfB+. La concentracion de la solucién de trabajo se
verifica luego con un espectrofotometro UV-vis (Amax = 362 nm; € = 21.865). El procedimiento de isoterma discontinuo
implica la exposicion de muestras que contienen 100 ug de sorbente a una concentracion creciente de soluto (AfB1)
(0,4,0,8,1,6,24,3,2,4,4,8, 6, 6,4, 7,2y 8 ug/ml). Este estudio usa tres réplicas en cada concentracion de soluto. La
concentracion de soluto se logra agregando una cantidad apropiada de solucion de AfB4 de trabajo a tubos de ensayo
de centrifuga de polipropileno de 17 x 100 mm y luego agregando una cantidad complementaria de agua purificada
para llevar el volumen total a 5 ml/tubo. Se pesan aproximadamente 10 mg de sorbente en un tubo de ensayo de vidrio
de borosilicato desechable de 16 x 125 mm, y se agrega agua purificada al sorbente para hacer una suspension de 2
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mg/ml. Esta suspension de sorbente/agua se agita en vortex durante 3 segundos antes de cada transferencia de 50
ul a cada réplica mediante un pipeteador automatico. La mezcla se repite antes de cada transferencia. Junto con las
muestras, hay tres controles que consisten en 5 ml de agua purificada, 5 ml de solucion de trabajo AFB+ sin sorbente
y 5 ml de la concentracién mas baja de AfB4 sin sorbente. Las muestras y los controles se tapan y se colocan en un
agitador orbital eléctrico a 1.000 rpm durante 24 h en una incubadora a 15, 25 o 37 °C. Después de agitar, las muestras
se centrifugan a 10.000 rpm durante 15 minutos a la misma temperatura en que se produjo el agitado. La absorcién
UV-vis de AfB1 que queda en el sobrenadante de las muestras y los controles se mide con un espectrofotometro. Al
nivel mas alto de concentracion de AfB4, el sobrenadante se guarda para su analisis por HPLC para verificar cualquier
compuesto de degradacioén ya que los calculos de adsorcion dependen de un calculo diferente.

Calculos de datos y ajuste de curvas. Los datos de absorcién UV-vis se usan para calcular la cantidad de AfB1 que
queda en la solucion y la cantidad adsorbida para cada punto de datos. Con el software Table Curve 2D (Systat
Software Inc., Richmond, CA), estos datos se ajustan a la ecuacion de isoterma de Langmuir:

Kd X Cw )

q Qmmx (] + K; x C,

donde q es la cantidad de AfB+ adsorbida, Qmax €s la cantidad maxima de AfB+ adsorbida, Cy es la concentracion de
equilibrio de AfB+ en solucion y Ka es la constante de distribucion. La ecuacion de Langmuir se ingresa en el programa
de TableCurve 2D como una funcion definida por el usuario y tiene limites y primeras aproximaciones para parametros
variables. Los limites de parametros para Qmax SOn numeros positivos que varian desde 0 hasta un maximo de 1
mol/kg. Los limites de los parametros para Kd varian de 0 a 1 x 10%°. TableCurve 2D determina las estimaciones
iniciales para los parametros Qmax y Ka. Después de ingresar estos valores en la funcion definida por el usuario de
Langmuir en TableCurve 2D, los datos se ajustan y se obtienen valores tedricos para Qmax y Ka. La AHags (entalpia de
adsorcion) se calcula comparando los valores individuales de Kd a 15, 25 y 37 °C mediante la ecuacion:

AHya5 =
-R In (Ka/Ka1)
(1/T3) - (1/Ty)

La definicion de Kq se deriva resolviendo para Kq de la ecuacion de Langmuir dando:
Kd = q/(Qmax - (I)Cv»

El Qmax se toma del ajuste de la ecuacion de Langmuir a los datos de adsorcién a 15, 25y 37 °C.

Procedimientos para el indice COLE. Una medida de las propiedades expansivas, el indice del coeficiente de
extensibilidad lineal (COLE) es la relacion del volumen de un suelo después de humedecer al volumen de suelo antes
de humedecer menos uno. COLE = (volumen de arcilla después de humedecer/volumen de arcilla antes de
humedecer) - 1 Los valores de indice COLE superiores a 0,03 indican que hay una esmectita significativa (arcilla
hinchada) en la muestra. El procedimiento general se puede resumir de la siguiente manera:

1. Agregar 5 ml (5 cm?®) de arcilla seca a un cilindro graduado de 25 ml.

2. Agregar agua destilada a la arcilla llevando el volumen total a 25 ml.

3. Batir o agitar la suspension vigorosamente para asegurar una humectacion profunda de la arcilla.
4. Permitir que la suspension repose durante 24 h. a temperatura ambiente.

5. Medir el volumen expandido de arcilla asentada.

El potencial de contraccion y expansion se correlaciona estrechamente con el tipo y la cantidad de arcilla. EI mayor
potencial de contraccion y expansion se produce en suelos que tienen grandes cantidades de arcillas reticulares 2:1,
cuentos como esmectitas. Las arcillas iliticas son intermedias, y las arcillas caoliniticas se ven menos afectadas por
el cambio de volumen a medida que cambia el contenido en humedad. Las isotermas de adsorcion de HSCAS regular
versus colapsado a 25 °C se muestran en la Figura 4

Ejemplo 2

Preparacion de AGIIS que tiene una normalidad acida de 1,2 a 1,5 preparada por el procedimiento de
H2S04/Ca(OH)2
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Se agreg6 lentamente con agitacion una cantidad de 1055 ml (19,2 moles, después del ajuste de la pureza y teniendo
en cuenta la cantidad de acido neutralizado por la base) de acido sulfurico (grado FCC, pureza del 95-98%) se
agrego lentamente con agitacion, a 16.868 | de agua RO/DI en cada uno de los matraces de reaccién a, b, c, ey f. La
cantidad de agua se habia ajustado para permitir el volumen de acido y la lechada de hidréxido de calcio. La mezcla
en cada matraz se mezclé completamente. Cada uno de los matraces de reaccion se enfrié en un bario de hielo y la
temperatura de la mezcla en el matraz de reaccion fue de aproximadamente 8-12 °C. La mezcla se agitd
continuamente a una velocidad de aproximadamente 700 rpm.

Por separado, se hizo una lechada agregando agua RO/DI a 4 kg de hidroxido de calcio (grado FCC, 98% de pureza)
haciendo un volumen final de 8 I. Se determiné que la proporcion molar de hidréxido de calcio a acido sulfurico
concentrado era de 0,45 a 1. La lechada era una mezcla al 50% (p/v) de hidroxido de calcio en agua. La lechada se
mezcld bien con un mezclador de alta fuerza de cizallamiento hasta que la lechada parecia uniforme. La lechada se
enfrid luego a aproximadamente 8-12 °C en un bafio de hielo y se agité continuamente a aproximadamente 700 rpm.

A cada uno de los matraces de reaccion se le agregaron 150 ml de lechada de hidréxido de calcio cada 20 minutos
hasta que se le agregaron 1.276 | (esto es 638 g de peso seco, 8,61 moles, de hidréxido de calcio) de la lechada a
cada recipiente de reaccion. La adicion fue acompafiada nuevamente por una mezcla eficiente a aproximadamente
700 rpm.

Después de completar la adicion del hidroxido de calcio a la mezcla de reaccién en cada recipiente de reaccion, la
mezcla se filtrd a través de un filtro de 5 micrometros.

El filtrado se dejo reposar durante 12 horas, la solucion transparente se decanto6 para descartar cualquier precipitado
formado. El producto resultante fue AGIIS que tiene una normalidad acida de 1,2-1,5.

Ejemplo 3

Preparacion de AGIIS que tiene una normalidad acida de 2 preparada por el procedimiento de H2SO4/Ca
(OH)2/CaSOa.

Para la preparacion de 1 1de AGIIS 2 N, una cantidad de 79,5 ml (1,44 moles, después del ajuste de pureza y teniendo
en cuenta la cantidad de acido que debe neutralizarse por base) de acido sulfurico concentrado (grado FCC, pureza
del 95-98%) se agrego lentamente, con agitacion, a 854 ml de agua RO/DI en un matraz de reaccion de 2 |. Luego se
agregaron lentamente al matraz de reaccion cinco gramos de sulfato de calcio (grado FCC, pureza del 95%)
lentamente y con agitacion. La mezcla se mezcldé completamente. En este punto, el analisis de la mezcla generalmente
indicaria una normalidad acida de 2,88. El matraz de reaccion se enfrid en un bafio de hielo y la temperatura de la
mezcla en el matraz de reaccion fue de aproximadamente 8-12 °C. La mezcla se agit6é continuamente a una velocidad
de aproximadamente 700 rpm.

Por separado, se hizo una lechada afiadiendo 50 ml de agua RO/DI a 33,26 g (0,44 moles, después del ajuste de
pureza) de hidréxido de calcio (FCC Grace, 98% de pureza) haciendo un volumen final de 66,53 ml. Se determin6 que
la relacion molar de hidréxido de calcio a acido sulfurico concentrado era de 0,44 a 1. La lechada se mezclé bien con
un mezclador de alta fuerza de corte hasta que la lechada parecia uniforme. La lechada se enfrié luego a
aproximadamente 8-12 °C en un bafio de hielo y se agité continuamente a aproximadamente 700 rpm.

Luego, la lechada se agregd lentamente durante un periodo de 2-3 horas a la mezcla, todavia se enfrié en un bafio de
hielo y se agité a aproximadamente 700 rpm.

Después de completar la adicion de lechada a la mezcla, el producto se filtrd a través de un filtro de 5 micrometros.
Era normal observar una pérdida del 20% en el volumen de la mezcla debido a la retencién de la solucion por la sal y
la eliminacion de la sal.

El filtrado se dejo reposar durante 12 horas, y la solucién transparente se decanto para descartar cualquier precipitado
formado. El producto resultante fue AGIIS que tiene una normalidad acida de 2.

Ejemplo 4

Preparacion de AGIIS que tiene una normalidad acida de 12 preparada por el procedimiento de H.SO4/Ca
(OH)2/CaSOa.

Para la preparacion de 1 1de AGIIS 12 N, una cantidad de 434 ml (7,86 moles, después del ajuste de pureza y teniendo
en cuenta la cantidad de acido neutralizado por la base) de acido sulfarico concentrado (grado FCC, pureza del 95-
98%) se agrego lentamente, con agitacion, a 284,60 ml de agua RO/DI en un matraz de reaccion de 2 |. Luego se
agregaron lentamente al matraz de reaccion tres gramos de sulfato de calcio (grado FCC, pureza del 95%) y con
agitacion. La mezcla se mezclé completamente. El matraz de reaccion se enfrié en un bafio de hielo y la temperatura
de la mezcla en el matraz de reaccion fue de aproximadamente 8-12 °C. La mezcla se agité continuamente a una
velocidad de aproximadamente 700 rpm.
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Por separado, se hizo una lechada afiadiendo 211 ml de agua RO/DI a 140,61 g (1,86 moles, después del ajuste de
pureza) de hidréxido de calcio (FCC Grace, 98% de pureza) haciendo un volumen final de 281,23 ml. Se determin6
que la relacién molar de hidroxido de calcio a acido sulfdrico concentrado era de 0,31. La lechada se mezclé bien con
un mezclador de alta fuerza de corte hasta que la lechada parecia uniforme. La lechada se enfrié luego a
aproximadamente 8-12°C en un bafio de hielo y se agité continuamente a aproximadamente 700 rpm.

Luego se agrego lentamente la lechada durante un periodo de 2-3 horas de mezcla de acido, todavia se enfrié en un
bario de hielo y se agité a aproximadamente 700 rpm.

Después de completar la adicion de lechada a la mezcla, el producto se filtrd a través de un filtro de 5 micrometros.
Era normal observar una pérdida del 20% en el volumen de la mezcla debido a la retencién de la solucion por la sal y
la eliminacion de la sal.

El filtrado se dejo reposar durante 12 horas, y la solucion transparente se decanté para descartar cualquier precipitado
formado. El producto resultante era AGIIS que tenia una normalidad acida de 12.

Ejemplo 5
Procedimiento general para la preparacion de HAMO

Para un volumen final de 1 | de HAMO, se suspenden o disuelven n moles de acido organico (n es de aproximadamente
0,01 a aproximadamente 15) en 2n moles de agua DI. Luego, a esta mezcla se le agrega una base metalica
monovalente, divalente o trivalente (hidroxido, 6xido, carbonato o bicarbonato, o una combinacion de estos) como el
solido seco o como una lechada en agua desionizada en la proporcion de 1,0 pesos equivalentes de base por peso
equivalente de acido. La adicion se realiza lo mas rapido posible. A la mezcla resultante se le agrega una cantidad de
acido regenerante suficiente para asegurar la regeneracion completa del acido organico a partir de su sal metalica,
pero una cantidad no mayor de 18 moles/I. Preferiblemente, la adicion del acido regenerante se realiza lo mas rapido
posible sin permitir que la temperatura de la mezcla aumente a mas de 80 °C. Una vez completada la mezcla,
generalmente de aproximadamente 0,5 horas a aproximadamente 1 hora. Los sdlidos no disueltos se eliminan por
filtracion a través de un filtro de 5 micrémetros o por centrifugacion.

Ejemplo 6
Formacion de un HAMO a partir de acido maleico, hidroxido de calcio y acido sulfarico

A una mezcla de acido maleico (1 kg, 8,61 moles) y agua RO-DI (1 ), se le agregd hidréxido de calcio sélido (335 g,
4,52 moles) en porciones de 50 g con agitacion. Después de completar la adicion del hidroxido de calcio, se agregd
agua RO-DI (500 ml). A la mezcla resultante, se le agregé acido sulfurico concentrado (238 ml) en partes alicuotas de
25 ml a una velocidad que mantuvo la temperatura de reaccion por debajo de 85 °C. La mezcla resultante se centrifugd
a 15000 rpm durante 25 minutos para proporcionar el HAMO como sobrenadante, pH de 0,5 - 1,0. El analisis mostré:
Ca, 12.900 ppm; SO4 159.000 ppm.

Ejemplo 7
Formacion de un HAMO a partir de acido glucénico, hidroxido de calcio y acido sulfarico

A una mezcla agitada de acido glucénico (50%, 1 kg, 2,55 moles) y agua (200 ml) se le agregaron 97 g (1,3 moles) de
hidroxido de calcio solido. Una vez completada la mezcla, se agreg6 acido sulfurico concentrado (76 ml) lo mas rapido
posible mientras se mantenia la temperatura de reaccion por debajo de 85 °C. La mezcla final se centrifugd a 15.000
rpm durante 25 minutos para dar el HAMO como sobrenadante, pH de 1,0. El andlisis mostré: Ca, 1.210 ppm; SO4,
11.600 ppm.

Ejemplo 8
Formacion de un HAMO a partir de acido succinico, hidroxido de calcio y acido fosférico

Se agreg0 hidréxido de calcio sélido (320 g, 4,23 moles) en porciones de 50 g a una mezcla agitada de acido succinico
(1 kg, 8,47 moles) y agua RO-DI (1200 ml). Se agreg6 acido fosférico concentrado (529 ml, 4,75 moles) en partes
alicuotas de 50 ml lo mas rapido posible mientras se mantenia la temperatura por debajo de 85 °C. El producto final
tenia un pH de 1,5. El andlisis mostré: Ca, 26.700 ppm; PO4, 250.000 ppm.

Ejemplo 9
Formacion de un HAMO a partir de acido acético, carbonato de calcio y acido sulfarico

1. Preparacion de acetato de calcio. Se agregd un litro (17,48 moles) de acido acético a un recipiente de ocho litros
y se agregé un litro de agua. Se agreg6 carbonato de calcio en polvo (874 g, 8,74 moles, 99+%) en porciones de
100 g durante 2,5 horas con agitacion hasta que la solucién fue neutral a papel de pH. Se agregé agua segun fuera
necesario para mantener la fluidez en la mezcla durante la neutralizacion.
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2. Formacion del HAMO. Se agreg6 agua al acetato de calcio formado en la etapa 1 para llevar el volumen total a
3 galones. A esta solucion, se le agregaron 17,48 moles de acido sulfurico al 95-98%. La mezcla se mezcld bien y
la mezcla se dejo proceder sin enfriar. Una vez completada la mezcla, la mezcla se filtré a través de un filtro de 5
micrometros para dar el HAMO, el pH fue de 1,15. El analisis mostré: Ca, 17.000 ppm; PO4, 158.000 ppm.

En preparaciones a menor escala, fue mas conveniente liberar el HAMO de solidos no disueltos por centrifugacion.
Ejemplo 10
Formacion de un HAMO a partir de acido lactico, carbonato de calcio y acido sulfarico

1. Preparacion de lactato de calcio. Se agrego un litro (11,25 moles) de &cido lactico al 85% a un recipiente de
cinco litros, y se agreg6 un litro de agua. Se agregd carbonato de calcio en polvo (874 g, 8,74 moles, 99+%) en
porciones de 100 g durante 2,5 horas con agitacion hasta que la solucion fue neutral a papel de pH. Se agregé
agua segun fuera necesario para mantener la fluidez en la mezcla durante la neutralizacion.

2. Formacion del HAMO. Se agregdé agua al lactato de calcio formado en la etapa 1 para llevar el volumen total a
5 galones. A esta solucion, se le agregaron 11,25 moles de acido sulfurico al 95-98%. La mezcla se mezcld bien y
la mezcla se dejo proceder sin enfriar. Una vez completada la mezcla, la mezcla se filtrd a través de un filtro de 5
micrometros para dar el HAMO, pH inferior a 1,0.

En preparaciones a menor escala, fue mas conveniente liberar el HAMO de solidos no disueltos por centrifugacion.
Ejemplo 11
Formacion de un HAMO a partir de acido glucénico, hidroxido ferroso y acido fosforico

El hidroxido ferroso se prepard mediante la reaccion entre 646 gramos de sulfato ferroso y 224 gramos de hidréxido
de sodio en agua RO-DI para dar un volumen final de 2730 ml. La suspension de hidroxido ferroso obtenida de esta
manera se dejo sedimentar, el sobrenadante se elimind por decantacion y el solido se lavo tres veces con agua
suspendiendo en un volumen total de 2730 ml permitiendo que el sélido se sedimentara y decantando el sobrenadante.

El hidréxido ferroso se suspendié en agua RO-DI para dar un volumen total de 500 ml, y esta mezcla se agregd a una
mezcla de acido glucénico (50%, 1 kg, 2,55 moles) y agua RO-DI (100 ml). Se agregaron secuencialmente a esta
mezcla acido fosférico concentrado (100 ml) y sacarosa (35 g). El material final no requirié filtracion o centrifugacion,
pH de 1,0. El analisis mostré: Fe, 12.800 ppm; Na, 7.450 ppm; PO4, 90.600 ppm; SO4, 15.800 ppm.

Ejemplo 12
Formacion de un HAMO a partir de acido butirico, hidroxido de magnesio y acido fosférico

A una mezcla de acido butirico (500 ml, 5,4 moles) y agua RO-DI (500 ml) se le agreg6 hidréxido de magnesio sélido
(163,6 g, 2,73 moles) en porciones de 25 g. A la mezcla resultante se le agreg6 acido fosférico concentrado (180 ml)
en partes alicuotas de 50 ml. La solucion final tenia un pH de 1,0. El analisis mostr6: Mg, 390 ppm; PO4, 1.560 ppm.

Ejemplo 13
Formacion de un HAMO a partir de acido maleico, hidroxido de magnesio y acido fosférico

Se agrego6 hidréxido de magnesio sélido (300 g, 97,5%, 5,02 moles) en porciones de 50 g a una solucién agitada de
acido maleico (1 kg, 8,53 moles) en agua RO-DI (1.500 ml). Al final de la adicién, el pH de la mezcla fue de 5,0. Se
agrego acido fosforico concentrado (338 ml, 85-90%) en alicuotas de 25 ml. No se observd precipitado durante la
etapa de acidificacion. El pH final de la solucién de HAMO fue de 1,0. El analisis mostr6: Mg, 19.500 ppm; PO4, 287.000

ppm.
Ejemplo 14
Formacion de un HAMO a partir de acido succinico, hidroxido de magnesio y AGIIS

Se agreg6 hidroxido de magnesio sélido (101 g, 1,16 moles) en dos porciones iguales a una suspension agitada de
acido succinico (400 g, 3,39 moles) en agua RO-DI (1 I). Una vez completada la reaccion, se agregd AGIIS (607 ml,
5,58 N) en partes alicuotas de 50 ml a una velocidad que mantuvo la temperatura de reaccion por debajo de 85 °C.
La solucion se centrifugd a 15.000 rpm durante aproximadamente 25 minutos. El pH del HAMO fue de 1,0 a 1,5. El
analisis mostro: Mg, 24.100 ppm; SO4, 115.000 ppm.

Ejemplo 15

Formaciéon de un HAMO a partir de hidroxido de calcio, una mezcla de acidos acético, lactico y propionico, y
acido sulfarico
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Se agregaron acido lactico (6 moles), acido propiénico (6 moles) y acido acético (6 moles) a un recipiente de 5 galones
y se agreg6 agua RO-DI (1 1). Se agreg6 lentamente hidroxido de calcio solido (678 g, 9 moles) a esta mezcla con
agitacion. A esta mezcla se le agregd acido sulfarico 9 M (1 1, 9 moles de H,SO.) y agua (3 1) segun fuera necesario
para mantener la mezcla movil. La mezcla resultante se filtré a través de un filtro de 5 micrémetros. El pH del HAMO
fue de 0,6. El analisis mostré: Ca, 205 ppm; SO4, 23.900 ppm.

Ejemplo 16

Formacion de un HAMO a partir de hidroxido de calcio, una mezcla de acidos férmico, lactico y propionico, y
AGIIS

Se agregaron acido lactico (6 moles), acido propiénico (6 moles) y acido férmico (6 moles) a un recipiente de 5 galones
y se agreg6 una solucién saturada de sulfato de calcio (1 I). Se agregé hidroxido de calcio sélido (680 g, 9 moles) a
esta mezcla en porciones de 100 g con agitacion. Durante la adicion, la temperatura de reaccion aumenté a 85 °C. A
esta mezcla se le agregdé acido sulfurico 9 M (950 ml, 8,55 moles de H>SO,), AGIIS (1,2 N, 250 ml, acido 0,15 moles)
y agua (11). La mezcla resultante se filtré a través de un filtro de 5 micréometros. El HAMO final tenia un pH de 1,0. El
analisis mostré: Ca, 215 ppm; SOq4, 17.000 ppm.

Ejemplo 17
Formacion de un HAMO a partir de propionato de calcio y acido sulfurico

Se colocé agua RO-DI (2 1) en un recipiente de 8 | y se agregd propionato de calcio (5,36 moles). La mezcla se agito
y se agregaron 2,5 | adicionales de agua RO-DI para completar la disolucion de la sal. Se agrego acido sulfurico
concentrado (300 ml, 5,62 moles), y la mezcla se agité hasta que se completd la reacciéon. La mezcla resultante se
filtré a través de un filtro de 5 micrometros. El pH del HAMO fue de 1,5. El analisis mostré Ca, 987 ppm; SO4, 2.580

ppm.
Ejemplo 18
Formacion de un HAMO a partir de lactato de calcio y AGIIS

A una mezcla de AGIIS 5,60 N (11) y agua RO-DI (1 1) se agrego pentahidrato de lactato de calcio soélido (2,79 moles).
La mezcla resultante se dejé agitar sin enfriar hasta que se completé la mezcla. La mezcla final se filtrd a través de un
filtro de 5 micrémetros. El pH del HAMO fue 2,5 — 3,0. El analisis mostré: Ca, 2.550 ppm; SO4, 1.090 ppm.

Ejemplo 19
Formacion de un acido fosféorico HAMMIA usando AGIIS preformado

La sal de fosfato de un metal divalente elegido de la Lista A a continuacion (1.00 equivalentes molares) se suspende
en suficiente agua desionizada para obtener un volumen final de 625 ml por mol de iones fosfato. La mezcla se puede
someter a ultrasonidos o calentarse segun sea necesario para ayudar a la solubilizaciéon de la sal de fosfato
escasamente soluble. Para esta suspension agitada, una solucion de AGIIS que contiene la concentracion deseada
de acido (3,05 moles de iones de hidrégeno por mol de iones de fosfato; 2,05 moles de iones de hidrogeno por mol de
iones de fosfato de hidrogeno; 1,05 moles de iones de hidrogeno por mol de iones de dihidrégeno fosfato) se agrega
en alicuotas de 10 ml con el pH controlado después de cada adicion. Se forman precipitados copiosos de sulfato de
calcio a partir del pH 2. La adicion de la solucion AGIIS se puede interrumpir tan pronto como se alcance el pH deseado.
Después de que se completa la adicion del acido, la mezcla se agita durante una hora. Luego se detiene la agitacion
y se deja que la mezcla repose durante la noche (aproximadamente 18 horas). Los solidos suspendidos se eliminan
por centrifugacion a 16.000 rpm durante 30 minutos. La solucion sobrenadante es el HAMMIA.

Lista A: Sales de fosfato
Mg3(PO4)2, MgHPO4, Mg(H2PO4)2
Ca3(P04)2, CaHPO4, Ca(H2PO4).
Mn3(PO4)2, MNHPO4, Mn(H2PO4)2
Fes(POa4)2, FeHPO,, Fe(HoPO4)2
Co3(P0O4)2, CoHPO4, Co(H2PO4)-
Ni3(POs4)2, NiHPO4, Ni(H2PO4)2
Cu3(PO4)2, CuHPOy4, Cu(H2PO4),
Zn3(POs)2, ZnHPOy4, Zn(H2PO4)2
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Ejemplo 20
Formacion de un acido fosforico HAMMIA usando AGIIS formado in situ.

Una mezcla de hidroxido de calcio (1,00 moles equivalentes) y la sal de fosfato de un metal divalente elegido de la
Lista A a continuacion (1,00 moles equivalentes) se suspende en suficiente agua desionizada para obtener un volumen
final de aproximadamente 400 ml por mol de iones metalicos. La mezcla se puede someter a ultrasonidos o calentar
segun sea necesario para ayudar a la solubilizacion de las sales metalicas poco solubles. A esta suspension agitada,
se agrega acido sulfurico concentrado (5,05 equivalentes molares de iones de hidrégeno por mol de iones de fosfato)
en alicuotas de 10 ml con el pH controlado después de cada adicién. La adicién de acido se puede interrumpir cuando
se alcanza el pH deseado. Después de que se completa la adicion del acido, la mezcla se agita durante una hora.
Luego se detiene la agitacion y se deja que la mezcla repose durante la noche (aproximadamente 18 horas). Los
solidos suspendidos se eliminan por centrifugacion a 16000 rpm durante 30 minutos. La solucidon sobrenadante es el
HAMMIA.

Lista A: Sales de fosfato
Mg3(PO4)2, MgHPO4, Mg(H2PO4)2
Ca3(P04)2, CaHPO4, Ca(H2PO4).
Mn3(PO4)2, MNHPO4, Mn(H2PO4)2
Fes(POa4)2, FeHPO,, Fe(HoPO4)2
Co3(P0O4)2, CoHPO4, Co(H2PO4)2
Ni3(POs4)2, NiHPO4, Ni(H2PO4)2
Cu3(PO4)2, CuHPOy4, Cu(H2PO4),
Zn3(POs)2, ZnHPO4, Zn(H2PO4),
Ejemplo 21

Formacion de un acido fosféorico HAMMIA que contiene un metal monovalente usando AGIIS preformado.

La sal de fosfato de un metal divalente elegido de la Lista A a continuacion (1,00 equivalentes molares) y la sal de
fosfato de un metal monovalente elegido de la Lista B a continuacion (1,00 equivalentes molares) se suspende en
suficiente agua desionizada para obtener un volumen final de 625 ml por mol de iones fosfato. La mezcla se puede
someter a ultrasonidos o calentar segin sea necesario para ayudar a la solubilizaciéon de la sal de fosfato de metal
divalente escasamente soluble. Para esta suspension agitada, una solucion de AGIIS que contiene la concentracion
deseada de acido (3,05 moles de iones de hidrogeno por mol de iones de fosfato; 2,05 moles de iones de hidrégeno
por mol de iones de fosfato de hidrégeno; 1,05 moles de iones de hidrégeno por mol de iones de dihidrogeno fosfato)
se agrega en alicuotas de 10 ml con el pH controlado después de cada adicion. Se forman precipitados copiosos de
sulfato de calcio a partir del pH 2. La adicién de la solucién AGIIS se puede interrumpir tan pronto como se alcance el
pH deseado. Después de que se completa la adicion del acido, la mezcla se agita durante una hora. Luego se detiene
la agitacion y se deja que la mezcla repose durante la noche (aproximadamente 18 horas). Los solidos suspendidos
se eliminan por centrifugacion a 16000 rpm durante 30 minutos. La solucion sobrenadante es el HAMMIA.

Lista A: Lista B:

Sales de fosfato de metal divalente Sales de fosfato de metal monovalente
Mg3(PO4)2, MgHPO4, Mg(H2PO4)2 LizHPOg, LiH2POs4, LisPOs,

Caz(POs4)2, CaHPO4, Ca(H2PO4), NazPO4, Na;HPO4, NaH,PO4
Mn3(PO4)2, MNHPO4, Mn(H2PO4)2 KsPOj4, Ko2HPO4, KH2PO4

Fes(POu)2, FeHPO4, Fe(HoPO4),
C03(PO4)2, CoHPO4, Co(HoPO4),
Nis(POs4)2, NiHPO4, Ni(H2POs),
Cus(PO4)2, CuHPO4, Cu(HoPO4),
Zns(PO4)2, ZNHPO4,Zn(H,PO4),
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Ejemplo 22
Formacion de un acido fosféorico HAMMIA que contiene un metal monovalente usando AGIIS formado in situ.

Una mezcla de hidroxido de calcio (1,00 moles equivalentes) y la sal de fosfato de un metal divalente elegido de la
Lista A a continuacion (1,00 moles equivalentes) se suspende en suficiente agua desionizada para obtener un volumen
final de aproximadamente 400 ml por mol de iones metalicos. La sal de fosfato de un metal monovalente elegido de la
Lista B a continuacion (£1,00 equivalentes molares) se agrega a la mezcla. La mezcla se puede someter a ultrasonidos
o calentar segin sea necesario para ayudar a la solubilizacién de las sales de metales divalentes escasamente
solubles. A esta suspension agitada, se agrega acido sulfurico concentrado (5,05 equivalentes molares de iones de
hidrégeno por mol de iones de fosfato) en alicuotas de 10 ml con el pH controlado después de cada adicion. La adicion
de acido se puede interrumpir cuando se alcanza el pH deseado. Después de que se completa la adicién del acido, la
mezcla se agita durante una hora. Luego se detiene la agitaciéon y se deja que la mezcla repose durante la noche
(aproximadamente 18 horas). Los sélidos suspendidos se eliminan por centrifugacion a 16000 rpm durante 30 minutos.
La solucion sobrenadante es el HAMMIA.

Lista A: Lista B:

Sales de fosfato de metal divalente Sales de fosfato de metal monovalente

Mg3(PO4)2, MgHPO4, Mg(H2PO4)2 LisPOs, LizHPO,, LiHoPO4
Caz(POs4)2, CaHPO4, Ca(H2PO4), NazPO4, Na;HPO4, NaH,PO4
Mn3(PO4)2, MNHPO4, Mn(H2PO4)2 K3POj4, Ko2HPO4, KH2PO4
Fes(POa4)2, FeHPO,, Fe(HoPO4)2
Co3(P0O4)2, CoHPO4, Co(H2PO4)-
Ni3(POa4)2, NiHPO4, Ni(H2PO4)2
Cu3(PO4)2, CuHPOy4, Cu(H2PO4),
Zn3(POs)2, ZnHPO4, Zn(H2PO4)2

Ejemplo 23

Formacion de un acido fosforico HAMMIA que contiene un metal monovalente y un acido aditivo usando AGIIS
preformado.

Uno o mas de los acidos de la Lista C a continuacion (hasta 6 equivalentes molares), la sal de fosfato de un metal
divalente elegido de la Lista A a continuacion (1,00 equivalentes molares) y la sal de fosfato de un metal monovalente
elegido de la Lista B a continuacién (<1,00 equivalentes molares) se suspende en suficiente agua desionizada para
obtener un volumen final de 625 ml por mol de iones fosfato. La mezcla se puede someter a ultrasonidos o calentar
seguin sea necesario para ayudar a la solubilizacion de la sal de fosfato de metal divalente escasamente soluble. Para
esta suspension agitada, una solucién de AGIIS que contiene la concentracion deseada de acido (3,05 moles de iones
de hidrégeno por mol de iones de fosfato; 2,05 moles de iones de hidrégeno por mol de iones de fosfato de hidrogeno;
1,05 moles de iones de hidrégeno por mol de iones de dihidrégeno fosfato) se agrega en alicuotas de 10 ml con el pH
controlado después de cada adicién. Se forman precipitados copiosos de sulfato de calcio a partir de pH 2. La adicion
de la solucién AGIIS puede suspenderse tan pronto como se alcance el pH deseado. Después de que se completa la
adicioén del acido, la mezcla se agita durante una hora. Luego se detiene la agitacién y se deja que la mezcla repose
durante la noche (aproximadamente 18 horas). Los sdlidos suspendidos se eliminan por centrifugacién a 16000 rpm
durante 30 minutos. La solucion sobrenadante es el HAMMIA.

Lista A: Lista B:

Sales de fosfato de metal divalente Sales de fosfato de metal monovalente
Mg3(PO4)2, MgHPO4, Mg(H2PO4)2 LisPOs, LizHPO,, LiHoPO4

Caz(POs4)2, CaHPO4, Ca(H2PO4), NazPO4, Na;HPO4, NaH,PO4
Mn3(PO4)2, MNHPO4, Mn(H2PO4)2 K3POj4, Ko2HPO4, KH2PO4

Fe3(PO4)2, FeHPO4, Fe(H2PO4)2
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Co3(PO4)2, CoHPO4, Co(HoPO4)
Ni3(PO4)2, NiHPO4, Ni(H2POs)2
Cu3(PO4)2, CuHPO4, Cu(HoPO4),
Zn3(PO4)2, ZNHPO4, Zn(H2PO4),
Lista C:

Acidos aditivos

acido formico, acido acético, acido
propiénico, acido butirico, acido malico,
acido glicdlico, acido maleico, acido
gluconico, acido peryddico, acido
peracético, acido monoperftalico, acido
benzoico, acido soérbico, acido oxalico

Ejemplo 24

Formacion de un acido fosforico HAMMIA que contiene un metal monovalente y un acido aditivo usando AGIIS
formado in situ.

Una mezcla de hidroxido de calcio (1,00 moles equivalentes) y la sal de fosfato de un metal divalente elegido de la
Lista A a continuacion (1,00 moles equivalentes) se suspende en suficiente agua desionizada para obtener un volumen
final de aproximadamente 400 ml por mol de iones metalicos. Se agrega a la mezcla uno o mas de los acidos de la
Lista C a continuacioén (hasta 6 equivalentes molares) y la sal de fosfato de un metal monovalente elegido de la Lista
B a continuacion (< 1,00 equivalentes molares). La mezcla se puede someter a ultrasonidos o calentar segun sea
necesario para ayudar a la solubilizacion de las sales de metales divalentes escasamente solubles. A esta suspension
agitada, se agrega acido sulfurico concentrado (5,05 equivalentes molares de iones de hidrégeno por mol de iones de
fosfato) en alicuotas de 10 ml con el pH controlado después de cada adicion. La adicion de acido se puede interrumpir
cuando se alcanza el pH deseado. Después de que se completa la adicion del acido, la mezcla se agita durante una
hora. Luego se detiene la agitacion y se deja que la mezcla repose durante la noche (aproximadamente 18 horas).
Los solidos suspendidos se eliminan por centrifugacion a 16000 rpm durante 30 minutos. La soluciéon sobrenadante
es el HAMMIA.

Lista A: Lista B:

Sales de fosfato de metal divalente Sales de fosfato de metal monovalente
Mg3(PO4)2, MgHPO4, Mg(H2PO4)2 LisPOs, Li2HPO4,

Ca3(P04)2, CaHPO4, Ca(H2PO4), LiH,PO4, NasPOy,

Mn3(PO4)2, MNHPO4, Mn(H2PO4)2 Na;HPO4, NaH,PO4

Fes(PO4)2, FeHPO,, Fe(HoPO4)2 K3POj4, Ko2HPO4, KH2PO4

CO3(PO4)2, COHPO4, CO(H2PO4)2

Ni3(PO4)2, NiHPO4, Ni(H2PO4)2

CU3(PO4)2, CUHPO4, CU(H2PO4)2

ZI’I3(PO4)2, ZnHPO4, Zn(H2P04)2

Lista C:

Acidos aditivos

acido férmico, acido acético, acido
propidnico, acido butirico, acido malico, acido
glicdlico, acido maleico, acido gluconico,
acido peryodico, acido peracético, acido

monoperftalico, acido benzoico, acido
sorbico, acido oxalico.
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Ejemplos 25,26 y 27
Las muestras usadas en los siguientes ejemplos 25, 26 y 27 se abrevian como sigue:

"Aducto acido II" es una mezcla que contiene acido lactico (88% p/v); acido propionico (99% p/v); 5N AGIIS; fosfato
de disodio; agua en una proporciéon % P/P de 35,9: 29,1: 8,5: 2,2: 24,3. La composicion porcentual puede variar en +/-
5%)

"La arcilla TESI" usado fue HSCAS CLAY (o NovaSil Plus ™) previamente tamizado que tenia un tamafio de particula
sustancialmente uniforme por debajo de aproximadamente 80 micrémetros.

La "Muestra 1.1" fue arcilla acidificada preparada mezclando aproximadamente 1: 1 proporciéon en peso del aducto
acido 1l (20 ml) (suponiendo que 1 ml del aducto acido Il es 1 g) y la arcilla TESI (20 g). La arcilla acidificada
resultante tiene un flujo sustancialmente libre.

La "Muestra 2.1" fue arcilla acidificada preparada mezclando aproximadamente 1: 1,25 proporcién en peso del
aducto acido Il (25 ml) (suponiendo que 1 ml del aducto acido Il es 1 g) y la arcilla TESI (20 g). La arcilla acidificada
resultante tiene un flujo sustancialmente libre.

La "Muestra 3.1" fue arcilla acidificada preparada mezclando aproximadamente 1: 1 proporcion en peso de AGIIS
(20 ml) (suponiendo que 1 ml de AGIIS es 1 g) y la arcilla TESI (20 g). Aducto acido Il y arcilla TESI. La arcilla
acidificada resultante es grumosa y requiere molienda antes de su uso.

La "Muestra 4.1" fue arcilla acidificada preparada mezclando aproximadamente 1: 1,25 proporcién en peso de
AGIIS (25 ml) (suponiendo que 1 ml de AGIIS es 1 g) y la arcilla TESI (20 g). La arcilla acidificada resultante es
grumosa y requiere molienda antes de su uso.

La "Muestra 5.1" fue arcilla acidificada preparada mezclando una mezcla de [AGIIS (10 g) y propionato de calcio
(5 g)yla arcilla TESI (10 g). La arcilla acidificada resultante se parece a una pieza de concreto y requiere molienda
antes de su uso.

Ejemplo 25
Evaluacion de los efectos del pH de Arcilla acidificada en solucion
La arcilla acidificada de la Muestra 2.1 se us6 en este experimento.

Para determinar la concentracion de arcilla acidificada en solucion, se agregaron 0,1 0 0,5 g de arcilla acidificada a 10
ml de agua doblemente destilada ("ddw") (Concentracion del 1 o 5%) en un tubo de cultivo estéril desechable de
plastico de 15 ml. Se us6 agua sin arcilla acidificada afiadida como control. Las muestras se agitaron en vortex durante
treinta segundos para mezclar bien, luego se dejaron reposar durante 1 hora antes de medir el pH en un medidor
calibrado. Después de reposar durante 24 horas a temperatura ambiente, el agua se decanté de las muestras
sedimentadas (y el control), se reemplazé con 10 ml nuevos de ddw, y se repitid el proceso superior. Esto continué
hasta que el pH de las muestras de arcilla acidificada aumento a niveles cercanos al control. Los resultados se resumen
a continuacion:

Dia Control 1,0% MUESTRA 5,0% MUESTRA
21 21
0 5,40 3,05 2,90
1 5,94 3,67 3,12
2 5,91 4,40 4,75
3 5,90 4,75 3,97
4 5,92 4,71 4,20
8 5,95 517 4,40
10 5,93 5,42 4,78
17* 6,06 4,35 3,85

* Las muestras medidas en el dia 10 se dejaron reposar durante una semana adicional y luego se
volvieron a medir sin cambiar la solucién.
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De este modo, la acidificacion es eficaz a través de al menos 5 cambios completos de solucién, y aun puede retener
una eficacia significativa cuando se deja reposar por intervalos de tiempo mas largos, esto es, puede quedar acido de
adicion significativo que simplemente se libera mas lentamente.

Ejemplo 26
Propiedades antimicrobianas y antifungicas de diferentes arcillas acidificadas
Las pellas de Arcilla se prepararon de la siguiente manera:

1. Mezclar agua en polvo de arcilla acidificada. Véase la Tabla A. El control fue una ARCILLA HSCAS pretamizada
no acidificada (o NovaSil Plus ™) que tenia un tamafo de particula sustancialmente uniforme por debajo de
aproximadamente 80 micrémetros.

2. Empujar la mezcla superior a través de una jeringa de 1 ml con la punta cortada, cortar manualmente las pellas
en la longitud disefada.

3. Cada pella se peso y registro.
4. Colocar las pellas en una bandeja, dejarlas en una incubadora a 37 °C, durante la noche para secarlas.

5. Se inocularon diferentes agares tripticos de soja ("TSA"), medio de crecimiento, placas con: (1) Listeria 19111;
(2) E. coli 0157: H7 43894; (3) Staphylococcus a. 6538; y (4) Aspergillus fumigatus ("AF") 1022. Al mismo tiempo,
se aplicaron diferentes pellas a las placas de TSA en diferentes lugares. Luego se incubaron las placas a 37 °C,
durante 24 a 48 horas para observar si habia alguna inhibicién de zona, lo que indica la prevencion del crecimiento
de los organismos.

Tabla A
Polvo g H20 destilada | % de polvo
(ml)
Control 1,5 1 60%
Muestra 1,5 0,666 69,25%
1.1
Muestra 1 0,35 74,04%
2.1
Muestra 1 5 20%
41
Tabla B
Control Muestra 1.1 Muestra 2.1 Muestra 4.1
pellas g | polvo mg pellas g | polvo mg pellas g | polvo mg pellas g | polvo mg
AF 0,108 64,8 0,1053 | 72,92 0,1031 76,37 0,105 70,00
E.coli 0,1113 66,78 0,1066 | 73,82 0,1177 87,18 0,1008 67,20
Staph a. | 0,101 60,6 0,1005 | 69,60 0,1081 80,07 0,1062 70,80
Listeria | 0,0995 59,7 0,1183 | 81,92 0,1199 88,81 0,0989 65,00

Después de la incubacion a 37 °C, durante 24 a 48 horas, se observé que, en cada placa, todas la Muestra 1.1, la
Muestra 2.1 y la Muestra 4.1 causaron la inhibicion de la zona, lo que indica que todas estas muestras previenen o
inhiben el crecimiento de los organismos. Sin embargo, la Muestra 4.1 fue menos eficaz que la Muestra 1.1 o la
Muestra 2.1 para causar la inhibicién de la zona por difusion de los "antimicrobianos" acidos de la arcilla. El control no
mostré inhibicidon de zona, lo que indica que no hubo prevencion del crecimiento de los organismos por la arcilla TESI
no acida. La arcilla cargada puede actuar como portador para la distribucion de "antimicrobianos" acidos.

Ejemplo 27
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Andlisis isotérmico de sorcion de aflatoxinas en arcillas acidificadas

Las arcillas acidificadas de la presente invencion también exhibieron la capacidad de absorber aflatoxina. La
acidificacién de una arcilla, tal como una arcilla HSCAS, no parece alterar la capacidad de absorcién de aflatoxinas de
la arcilla acidificada resultante segun lo determinado por el analisis de absorcion isotérmica. El analisis de adsorcion
isotérmica se realizd mediante el procedimiento estandar publicado. Véase, Patrick G. Grant and Timothy D. Phillips,
J. Agric. Food Chem., 1998, 46, 599-605.

Parametros derivados de langmuir

Arcilla Qmax Kd r2
Control (HSCAS 0,383 5,8 E+05 0,974
Arcilla)

Muestra 1.1 0,304 8,9 E+05 0,956
Muestra 2.1 0,284 9.5 E+05 0,940
Muestra 3.1 0,365 7.6 E+05 0,946
Muestra 4.1 0,392 6.4 E+05 0,959
Muestra 5.1 0,212 7,1E+05 0,946

Qmax es el parametro de capacidad, y Kd es el parametro de afinidad de la ecuacion de Langmuir. r? indica "aptitud".

La Tabla superior muestra que la Muestra 1.1, la Muestra 2.1, la Muestra 3.1 y la Muestra 4.1 dieron resultados dentro
de los limites aceptables de Qmax (capacidad de aflatoxinas) establecido por la Oficina de Quimica del Estado de
Texas para tarifas de animales, esto es, 0,25 mol de aflatoxina/Kg de arcilla. Las caracteristicas de sorcion de la
Muestra 3.1 y la Muestra 4.1 son comparables para controlar la arcilla HSCAS no acidificada.

La Muestra 5.1 tiene una capacidad significativamente menor que la arcilla de control HSCAS para la sorcién de
aflatoxinas y los valores estan por debajo de los limites aceptables establecidos para el Estado de Texas.

Ejemplo 28
Estudio para determinar si HSCAS acidificada Arcilla se une al salvado

Se llenaran cuatro vasos de 100 ml con salvado de trigo. A dos de las tazas se les agregara una arcilla HSCAS
acidificada, mientras que las tazas restantes se llenaran con agua desionizada. Se permitira que el salvado entre en
contacto con la arcilla HSCAS acidificada durante 1 hora y luego todas las tazas se colocaran en un congelador a -84
°C. Las tazas congeladas se colocaran en un liofilizador durante 24 horas.

Después de la liofilizacion, el contenido de cada vaso se eliminara y se transferira a un vaso de precipitados de 500
ml. Luego se agregaran ciento cincuenta ml de agua desionizada a pH 7 a cada vaso de precipitados y se permitira
que el salvado liofilizado se rehidrate.

El salvado tratado con la arcilla HSCAS acidificada se rehidratara y/o disolvera facilmente. Sin embargo, el salvado
tratado con agua tendra que romperse fisicamente antes de disolverse.

Después de que todas las muestras hayan sido rehidratadas, se determinara el pH de cada muestra. El pH promedio
del salvado tratado con agua sera de 5,8, mientras que el pH del salvado tratado con arcilla HSCAS acidificada estara
cerca de 2,8. De este modo, el tratamiento con la arcilla HSCAS acidificada reducira el pH del salvado tratado y
cambiard las caracteristicas de rehidratacion del salvado.

Ejemplo 29
Uso de Arcilla HSCAS acidificada para descontaminar manzanas

Cada manzana en este experimento se sumerge en un cultivo de E. coli 0157: H7 que contiene 8.8 X 108/ml durante
5 minutos, y luego se seca al aire a temperatura ambiente durante aproximadamente 24 horas. En un grupo, un
volumen de 300 ml de arcilla HSCAS acidificada se espolvoreara sobre las manzanas contaminadas con E. coli 0157:
H7. En otro grupo, el grupo de control, cada una de las manzanas contaminadas se tratara con 300 ml de solucion
salina esterilizada o arcilla HSCAS. Después del tratamiento, cada manzana sera homogeneizada. Se puede hacer
una comparacion de los recuentos de placas entre los grupos tratados y de control para mostrar que las manzanas
estan descontaminadas por arcilla HSCAS acidificada.
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Ejemplo 30
Uso de HSCAS Arcilla acidificada para prolongar la vida util de las salchichas

La mitad de un paquete de salchichas no conservadas se espolvoreara con arcilla HSCAS acidificada y luego se
empacara en una bolsa ziplock. La bolsa se dejara a temperatura ambiente durante 72 horas. Paralelamente, el otro
medio paquete de la salchicha se sumerge en la misma cantidad de agua desionizada en autoclave o arcilla HSCAS.
Después de 72 horas a temperatura ambiente, el grupo de control de salchichas se comparara con el grupo tratado
para mostrar la frescura de los grupos tratados.

Ejemplo 31
Prevencion de moho en tomates cherry por Arcilla HSCAS acidificada

La arcilla HSCAS acidificada se espolvoreara sobre tomates cherry mohosos y tomates cherry no mohosos. Las
muestras de control de tomates cherry mohosos y no mohosos no seran tratadas. Las muestras se colocaran en un
banco a temperatura ambiente. Los tomates cherry no mohosos que no se tratan comenzaran a moldearse después
de aproximadamente 2 dias de incubacién a temperatura ambiente.

Ejemplo 32
Campylobacter jejuni Recuperacion de gallinas en muda alimentadas con aluminosilicato de calcio acidificado

Campylobacter jejuni es un patdgeno reconocido en aves de corral. Esto es especialmente cierto cuando las aves de
corral estan estresadas. Los efectos de una mezcla 4 a 1 de aluminosilicato de calcio y sulfato de calcio acido (CAPC)
sobre el Campylobacter jejuni se evaluaron en un modelo avicola estresado, es decir, las gallinas estaban mudando.
Cada una de las gallinas usadas provenia de una parvada infectada con C. jejuni. Se les hizo mudar cambiando la
dieta a una racion de alfalfa durante 9 dias. Durante este tiempo y después de la muda, las gallinas del grupo de
tratamiento 1 recibieron una racion en la que el 2% de la racion de alfalfa era CAPC y las gallinas del grupo de
tratamiento 2 recibieron una racion que consistia en 88% de alfalfa, 10% de grano y 2% de CAPC. El grupo de control
recibio la racion de alfalfa solo sin CAPC.

Experimento 1. Se tomaron cultivos para Campylobacter jejuni el dia 10 después del inicio de CAPC. Siete de las 12
gallinas de control fueron positivas para C. jejuni. La tasa promedio de recuperacion de colonias de una gallina de
cultivo positivo fue de aproximadamente 3,43 registros. En contraste, el Grupo de tratamiento 1 (alfalfa+CAPC) tuvo 2
de 12 gallinas positivas para C. jejuni, lo que indicé una tasa de recuperacion de las gallinas positivas para cultivo de
aproximadamente 0,56 troncos. El grupo de tratamiento 2 (alfalfa + grano+CAPC) tuvo 2 de 11 gallinas positivas para
C. jejun. La tasa de recuperacion de las gallinas con cultivo positivo fue de 0,78 logs.

Los resultados de este experimento se ilustran en la Figura 5. Se puede concluir que la inclusion de CAPC al 2% en
la dieta de gallinas estresadas puede tener un efecto significativo en el nimero de gallinas infectadas por C. jejuni 'y
la gravedad de su infeccion. Por ejemplo, se observé un modelo animal que contenia gallinas ponedoras de muda
durante una muda de 9 dias. Las gallinas fueron infectadas naturalmente con Campylobacter.

Experimento 2. Se inocularon alrededor de 8 registros de Campylobacter en medios Butterfield que contenian diversas
cantidades de CAPC 1: 4 (RTE 03) de la siguiente manera:

(a) 5 gramos 1: 4 CAPC (RTE 03) - sin crecimiento;

(b) 1 gramo 1: 4 CAPC (RTE 03) - sin crecimiento;

(c) 0,5 gramos 1: 4 CAPC (RTE 03) - 27 organismos/ml o 2,43 logs;
(d) 0,1 gramos 1: 4 CAPC (RTE 03) - 562 organismos/ml o 3,74 logs.

Como se indico, cantidades de 1: 4 CAPC (RTE 03) que fueron superiores a aproximadamente 1 gramo inhibieron el
crecimiento en los medios.

Ejemplo 33
El efecto del aumento de peso corporal en pollos alimentados con acido-arcilla.

El efecto del aumento de peso corporal en pollos alimentados con arcilla acida se determiné alimentando a los pollos
con una dieta que contenia 1% de arcilla acida durante 8 dias. Los resultados indicaron que los pollos alimentados
con una dieta de control pesaron aproximadamente 0,520 kg después de consumir aproximadamente 1,519 kg de
piensos. Por el contrario, los resultados indicaron que los pollos alimentados con una dieta con 1% de arcilla acida
pesaron aproximadamente 0,585 kg después de consumir aproximadamente 1,528 kg de piensos. Los resultados
indican que los pollos comeran piensos que contienen arcilla acidificada y que hay un beneficio para el crecimiento y
la eficiencia de los piensos.
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Ejemplo 34

El efecto de las combinaciones de agua fria y tratamientos de empaquetado en la vida util microbiana del pollo
fresco durante el almacenamiento refrigerado.

El efecto de una mezcla acida es un complejo del Grupo llA, tratamiento de agua fria escasamente soluble ("AGIIS")
combinado con un tratamiento de almohadilla absorbente de arcilla AGIIS sobre la vida util microbiana de las piezas
de pollo fresco (cuartos traseros) durante el almacenamiento a -2 °C, durante 7 dias seguido por el almacenamiento
a 3 °C, durante 11 dias adicionales. En general, se obtuvieron alrededor de 120 cuartos traseros de pollo refrigerados
recién cortados de una instalacion comercial de sacrificio de aves de corral. Este producto fue derivado/fabricado a
partir de canales de pollo que habian sido procesadas segun los procedimientos operativos estandar de la planta. Esta
planta no utilizdé ninguna intervencién quimica que no fuera un lavado clorado de las aves antes del desvanecimiento
y €l agua helada clorada. Las muestras se recogieron de la instalacion avicola y se transportaron en contenedores
aislados con hielo al laboratorio y se mantuvieron durante la noche a 1,11 °C hasta que se inicio el estudio.

Las muestras se procesaron usando agua corriente para todas las soluciones de tratamiento. Todas las soluciones se
enfriaron previamente a 4 °C, durante aproximadamente 24 horas antes de su uso. Las soluciones de tratamiento
enfriadas se prepararon como se describe generalmente en ejemplos superiores de AGIIS a un pH de
aproximadamente 6,0 y una lectura de ORP de 750-800 mV usando hipoclorito de sodio (esto es, blanqueador) usando
una fuente municipal de agua del grifo ("la solucion ACS-50"). Las soluciones respectivas se prepararon justo antes
de la inmersion de los trozos de pollo. Al menos 36 piezas de pollo (esto es, cuarto trasero de pollo) se sometieron a
cada variable de tratamiento, como se describe a continuacién (combinacién de esto es, frio y almohadilla absorbente)
para proporcionar un conjunto de muestra adicional. Después de los tratamientos de enfriamiento designados, las
piezas de muestra se dejaron gotear durante aproximadamente 15 segundos. antes del empaque (uno por paquete)
en bandejas de espuma de poliestireno convencionales con almohadillas absorbentes designadas (esto es, tratadas
o control) y envueltas con una pelicula de saran para su almacenamiento.

Cada una de las piezas de pollo empaquetadas se sometio a las siguientes variables de tratamiento:

(1) Enfriamiento de inmersion simulado con agua del grifo durante 60 minutos a 4 °C, seguido de un embalaje con
almohadilla absorbente estandar (sin tratar). El agua fria se remueve/agita continuamente (por ejemplo, con barras
de agitacién magnéticas) durante el tratamiento de inmersion. El ORP y el pH de la solucion se mediran al principio
(preinmersion) y al final del tratamiento.

(2) Enfriamiento de inmersion simulado con agua tratada con ACS-50 (esto es, pH de 6.0 con ORP de 750-800)

durante 60 minutos a 4 °C seguido de empacado con almohadilla absorbente estandar (no tratada). El agua fria
se remueve/agita (por ejemplo, con barras de agitacion magnéticas) durante todo el periodo de inmersion. El ORP
y el pH de la solucidn se mediran al principio (preimmersion) y al final del tratamiento. Ademas, el pH y el ORP de
la solucién se controlaran y ajustaran segun sea necesario (usando la quimica de Mionix y la solucién de hipoclorito
de sodio) durante el tratamiento de inmersion (por ejemplo, después de 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 minutos).

(3) Enfriamiento de inmersion simulado con agua tratada con ACS-50 (esto es, pH de 6,0 con ORP de 750-800)
durante 60 minutos a 4 °C seguido de empaque con almohadilla absorbente tratada. El agua fria se remueve/agita
(por ejemplo, con barras de agitacién magnéticas) durante todo el periodo de inmersion. El ORP y el pH de la
solucién se mediran al principio (preinmersion) y al final del tratamiento. Ademas, el pH y el ORP de la solucion se
controlaran y ajustaran segun sea necesario (usando la quimica de Mionix y la solucidn de hipoclorito de sodio)
durante el tratamiento de inmersion (por ejemplo, después de 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 minutos). Se recolectaran
cuatro muestras/paquetes para cada variable de tratamiento para su analisis en el momento 0 (inmediatamente
después del tratamiento y el empaquetado). Los paquetes restantes se almacenaran posteriormente a -2 °C,
durante 7 dias, después de los cuales se recolectara otro conjunto de 4 muestras/paquetes de cada variable de
tratamiento para su analisis. Posteriormente, los paquetes restantes se transferiran al almacenamiento a 3 °C con
un conjunto de muestras de cada tratamiento que se recolectara para su analisis después de 13, 14, 15, 16, 17y
18 dias totales de almacenamiento (Esto es, 7 dias a-2 °C mas 6, 7, 8,9, 10 u 11 dias a 3 °C).

Para cada variable de tratamiento, cuatro paquetes de muestra designados (esto es, trozo de pollo y almohadilla
absorbente correspondiente) se analizaron microbiolégicamente en busca de organismos de descomposicion
inicialmente (tiempo-0) y después del almacenamiento como se resume en la tabla a continuacion.

Tiempo total de Almacenamiento (dias) y repeticiones (por
dia)
Numero de
Tratamiento | Subunidad 0 7 13 14 15 | 16 17 18
de Muestra Totales
a-2°C +6,7,8,9, 10, 11 diasa -3 °C
1 Pollo 4 4 4 4 4 | 4 4 4 32
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Almohadilla 4 4 4 | 4 414 4 4 32
2 Pollo 4 4 4 | 4 44 4 4 32
Almohadilla 4 4 4 | 4 44 4 4 32
3 Pollo 4 4 4 | 4 44 4 4 32
Almohadilla 4 4 4 | 4 44 4 4 32

Pedazos de pollo. Para los trozos de pollo, se utilizé una técnica de enjuague modificada (basada en procedimientos
del USDA para cadaveres completos) para los analisis microbianos. La pieza del producto en cada paquete se colocé
asépticamente en una bolsa estomacal estéril con 100 ml de caldo neutralizante DE estéril. Se registraron los pesos
de la muestra. Las muestras se agitaron completamente y se masajearon a mano durante 1 minuto y luego se
enjuagaron diluidas en serie en el tampon de fosfato de Butterfield (BPB) segun sea necesario.

Almohadillas _absorbentes. También se tomaron muestras de la almohadilla de cada paquete colocandola
asépticamente en una bolsa de estdbmago tarada y se registré el peso de la almohadilla. La almohadilla junto con 10
ml de caldo neutralizante de DE estéril se estomagd durante un minuto y el enjuague se diluyd en serie en BPB segun
sea necesario.

Analisis. Las muestras enjuagadas/diluciones se analizaron para conteos de placas aerodbicas ("APC") usando agar
de procedimientos estandar y para recuentos gramnegativos usando agar de violeta cristal de tetrazolio ("CVTA") y
procedimientos de placas de vertido estandar (Compendio de procedimientos para el examen microbioldgico de
alimentos, cuarta edicion, 2001, APHA). Todas las placas se incubaran a 22-25 °C, durante 5 dias para incluir bacterias
de descomposicion mesofilica y psicrotrofica.

Observaciones de aroma. Inmediatamente después de abrir cada paquete de muestra, el olor de la muestra se
clasificara como 1) aceptable, 2) ligero olor desagradable o 3) desagradable olor desagradable. Estas observaciones
seran registradas y tabuladas. Cualquier otro cambio sensorial distintivo también se notara como se indica.

Los resultados se indican en las Tablas 1-5, que se muestran a continuacion.

Tabla 1. Efecto de los tratamientos con agua fria y almohadilla absorbente en los recuentos de placas
aerobicas de cuartos traseros de pollo fresco durante el almacenamiento refrigerado.

Tratamiento
Variable
Control (Agua del grifo) ACS- ACS-50
Tiempo de 50
almacenamiento
(dias) Almohadilla absorbente Almohadilla Almohadilla
estandar absorbente estandar absorbente estandar
CFU/mi Log10 CFU/mi Log10 CFU/mi Log10
CFU/ml CFU/ml CFU/ml
0 rep. 1 11.000 4,04 970 2,99 1.800 3,26
rep. 2 1.100 3,04 850 2,93 670 2,83
rep. 3 2.600 3,41 1.600 3,20 12.000 4,08
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(continuacion)

Tratamiento
Variable
Control (Agua del grifo) ACS-50 ACS-
50
Tiempo de Almohadilla absorbente Almohadilla absorbente Almohadilla
almacenamient estandar estandar absorbente estandar
o (dias)
CFU/mi Log10 CFU/mi Log10 CFU/mi Log10
CFU/mi CFU/mi CFU/m
|
rep. 4 2.100 3,32 740 2,87 690 2,84
Media 3,45 3,00 3,25
Des. 0,42 0,15 0,59
Est.
7(- |rep.1 10,000 4,00 15.000 4,18 38.000 4,58
2°C)|rep.2 6,200 3,79 6.400 3,81 15.000 4,18
rep. 3 3,900 3,59 13.000 4,11 38.000 4,58
rep. 4 4,900 3,69 20.000 4,30 2.300 3,36
Media 3,77 4,10 4,17
Des. 0,17 0,21 0,57
Est.
13 rep. 1 180.000.000 8,26 380.000.000 8,58 290.000.000 8,46
(3 rep. 2 71.000.000 7,85 58.000.000 7,76 500.000.000 8,70
OC)
rep. 3 3.800.000.000 9,58 460.000.000 8,66 440.000.000 8,64
rep. 4 35.000.000 7,54 1,400.000.000 9,15 1.100.000.000 9,04
Media 8,31 8,54 8,71
Des. 0,90 0,57 0,24
Est.
14 rep. 1 15.000.000.00 10,1 10.000.000.00 10,0 5.400.000.000 9,73
0 8 0 0
(3
°C) rep. 2 18.000.000.00 10,2 14.000.000.00 10,1 15.000.000.00 10,18
0 6 0 5 0
rep. 3 3.300.000.000 9,52 52.000.000.00 10,72 19.000.000.00 10,28
0 0
rep. 4 10.000.000.00 10,0 16.000.000.00 10,2 6.000.000.000 9,78
0 0 0 0
Media 9,99 10,27 9,99
Des. 1
Est. 0,33 0,3 0,28
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(continuacion)

Tratamiento

Variable
Control (Agua del grifo) ACS-50 ACS-
50
Tiempo de Almohadilla absorbente Almohadilla absorbente Almohadilla
almacenamient estandar estandar absorbente estandar
o (dias)
CFU/mi Log10 CFU/mi Log10 CFU/mi Log10
CFU/mI CFU/mI CFU/m
I
15 rep. 1 32.000.000.00 10,51 13.000.000.00 10,1 17.000.000.00 10,23
0 0 1 0
(3°C)
rep. 2 14.000.000.00 10,15 32.000.000.00 10,5 28.000.000.00 10,45
0 0 1 0
rep. 3 24.000.000.00 10,38 17.000.000.00 10,2 9.900.000.000 10,00
0 0 3
rep. 4 23.000.000.00 10,36 26.000.000.00 10,4 21.000.000.00 10,32
0 0 1 0
Media 10,3 10,32 10,25
5
Des.
0,15 0,18 0,19
Est.
16 rep. 1 20.000.000.00 10,30 12.000.000.00 10,0 11.000.000.00 10,04
0 0 8 0
(3°C)
rep. 2 12.000.000.00 10,08 39.000.000.00 10,5 24.000.000.00 10,38
0 0 9 0
rep. 3 15.000.000.00 10,18 13.000.000.00 10,1 23.000.000.00 10,36
0 0 1 0
rep. 4 39.000.000.00 10,59 10.000.000.00 10,0 13.000.000.00 10,11
0 0 0 0
Media 10,2 10,20 10,22
9
Des.
0,22 0,27 0,17
Est.
17
muestreo interrumpido
(3°C)
18
muestreo interrumpido
(3°C)

Notas: 1) Recuentos expresados como UFC por ml de enjuague de muestra (enjuague de 100 ml).
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Tabla 2. Efecto de los tratamientos con agua fria y almohadilla absorbente en los recuentos de placas
negativas de gramo de cuartos traseros de pollo fresco durante el almacenamiento refrigerado.

Tratamiento
Variable
Control (Agua del grifo) ACS-50 ACS-
50
Tiempo de Almonhadilla Almohadilla absorbente Almonhadilla
alma(:(zrilaasr;llento absorbente estandar estandar absorbente estandar
CFU/mi Log10 CFU/mi Log10 CFU/mi Log10
CFU/ml CFU/ml CFU/ml
0 rep. 1 1.600 3,20 310 2,49 250 2,40
rep. 2 640 2,81 280 2,45 410 2,61
rep. 3 1.100 3,04 590 2,77 2.400 3,38
rep. 4 1.600 3,20 230 2,36 470 2,67
Media 3,06 2,52 2,77
Des.
Est. 0,19 0,18 0,43
70(-2 rep. 1 46.000 4,66 5.000 3,70 29.000 4,46
©) rep. 2 5.100 3,71 6.300 3,80 20.000 4,30
rep. 3 4.900 3,69 17.000 4,23 36.000 4,56
rep. 4 5.500 3,74 26.000 4,41 2.500 3,40
Media 3,95 4,04 4,18
Des.
Est. 0.48 0,34 0,53
13 rep. 1 420.000.000 8,62 530.000.000 8,72 400.000.000 8,60
0(3 rep. 2 48.000.000 7,68 120.000.000 8,08 490.000.000 8,69
© rep. 3 2.600.000.000 9,41 560.000.000 8,75 580.000.000 8,76
rep. 4 25.000.000 7,40 1.700.000.000 9,23 1.400.000.000 9,15
Media 8,28 8,70 8,80
Des.
Est 0,92 0,47 0,24
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(continuacion)

Tratamiento

Variable
Control (Agua del grifo) ACS- ACS-
50 50
Tiempo de Almohadilla Almohadilla Almohadilla
almac(zr,lar;uento absorbente estandar absorbente estandar absorbente estandar
ias

CFU/mi Log10 CFU/mi Log10 CFU/mi Log10

CFU/ml CFU/ml CFU/ml

14 rep. 1 31.000.000.000 10,49 20.000.000.000 10,30 22.000.000.000 10,34

(3°C) rep. 2 |23.000.000.000 10,36 12.000.000.000 10,08 16.000.000.000 10,20

rep. 3 3.400.000.000 9,53 31.000.000.000 10,49 42.000.000.000 10,62

rep.4 | 12.000.000.000 10,08 8.400.000.000 9,92 4.200.000.000 9,62

Media 10,12 10,20 10,20
Des. Est. 0,43 0,25 0,42
15 rep. 1 | 27.000.000.000 10,43 15.000.000.000 10,18 14.000.000.000 10,15

(3°C) rep.2 | 18.000.000.000 10,26 40.000.000.000 10,60 25.000.000.000 10,40

rep. 3 |24.000.000.000 10,38 23.000.000.000 10,36 12.000.000.000 10,08

rep.4 | 17.000.000.000 10,23 25.000.000.000 10,40 22.000.000.000 10,34

Media 10,32 10,38 10,24
Des. Est. 0,10 0,17 0,15
16 rep. 1 17.000.000.000 10,23 10.000.000.000 10,00 15.000.000.000 10,18

(3°C) rep.2 | 12.000.000.000 10,08 34.000.000.000 10,53 28.000.000.000 10,45

rep.3 | 16.000.000.000 10,20 24.000.000.000 10,38 37.000.000.000 10,57

rep.4 |59.000.000.000 10,77 11.000.000.000 10,04 75.000.000.000 10,88

Media 10,32 10,24 10,52

Des. Est. 0,31 0,26 0,29

17 (3 °C) muestreo interrumpido

18 (3 °C) muestreo interrumpido

Notas: 1) Recuentos expresados como UFC por ml de enjuague de muestra (enjuague de 100 ml).
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Tabla 5. Efecto de los tratamientos con agua fria y almohadilla absorbente sobre el aroma de las patas traseras de
pollo fresco durante el almacenamiento refrigerado.

Tratamiento Variable
Tiempo de Control (Agua del grifo) ACS-50 ACS-50
almaczr,lamlento Almohadilla absorbente Almohadilla absorbente Almohadilla absorbente
(dias) estandar estandar estandar
rep. 1 1 1 1
rep. 2 1 1 1
0 rep. 3 1 1 1
rep. 4 1 1 1
Media 1,00 1,00 1,00
rep. 1 1 1 1
rep. 2 1 1 1
7
rep. 3 1 1 1
(-2°C)
rep. 4 1 1 1
Media 1,00 1,00 1,00
rep. 1 1 1 1
rep. 2 1 1 1
13
rep. 3 1 2 2
(3°C)
rep. 4 1 2 1
Media 1,00 1,67 1,33
rep. 1 2 1 1
rep. 2 1 1 2
14
rep. 3 1 2 1
(3°C)
rep. 4 1 2 1
Media 1,00 1,67 1,33
rep. 1 3 3 2
15 rep. 2 3 3 3
(3 °C) rep. 3 3 3 3
rep. 4 3 3 3
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(continuacion)

Tratamiento Variable
Tiempo de Control (Agua del grifo) ACS-50 ACS-50
almaczr,lamlento Almohadilla absorbente Almohadilla absorbente Almohadilla absorbente
(dias) estandar estandar estandar
Media 3,00 3,00 3,00
rep. 1 2 2 2
rep. 2 1 2 3
16
rep. 3 2 2 3
(3°C)
rep. 4 3 1 2
Media 2,00 1,67 2,67
17 (3 °C) muestreo interrumpido
18 (3 °C) muestreo interrrumpido

Notas: 1) Aroma de la muestra clasificado como 1) aceptable, 2) ligero olor desagradable, o 3) olor

desagradable inaceptable
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REIVINDICACIONES
1. Un conservante para alimentos o piensos que comprende:

una cantidad eficaz de arcilla acidificada capaz de inactivar una micotoxina y capaz de matar o inhibir el crecimiento
de un microorganismo,

en el que la arcilla acidificada comprende una arcilla mezclada con un acido o una mezcla acida, comprendiendo dicha
mezcla acida o acida un complejo del Grupo IIA escasamente soluble ("AGIIS"), y en el que la proporcién en peso de
la arcilla al acido o la mezcla acida variadesde 50:1a1:5,y

en el que la arcilla es una arcilla aislada de aluminosilicato de calcio con bajo contenido de sodio que esta
sustancialmente libre de dioxinas y contaminacion tdxica prioritaria de metales pesados, y es capaz de unir aflatoxinas,

en el que la arcilla aislada de aluminosilicato de calcio con bajo contenido de sodio tiene una composicién quimica
que comprende: CaO superior a aproximadamente 3,2%; MgO que varia desde 4,0 a 5,4%; Fe2O3 que varia desde
5,4 a 6,5%; K,O que varia desde 0,50 a 0,90%; NaxO que varia desde 0,10 a 0,30%; MnO que varia desde 0,01 a
0,03%; Al,O3 que varia desde 14,8 a 18,2%; y SiO; que varia desde 62,4 a 73,5%; en el que, la composicién quimica
se da como porcentaje en peso, y

en el que la arcilla tiene un tamafio de particula sustancialmente uniforme de menos de aproximadamente 80
micrémetros.

2. Un procedimiento de preparacion de una arcilla acidificada que comprende:

mezclar una arcilla con un acido o una mezcla acida en una proporcién en peso de la arcilla al acido o la mezcla acida
de 50:1a1:5, en el que el acido o la mezcla acida es un complejo del Grupo IIA escasamente soluble ("AGIIS"); un
acido organico metalado altamente acido ("HAMQ"); una mezcla metalada altamente acida de acido inorganico
("HAMMIA"); o una mezcla de los mismos; y la arcilla comprende una arcilla aislada de aluminosilicato de calcio con
bajo contenido de sodio que esta sustancialmente libre de dioxinas y contaminacion toxica prioritaria por metales
pesados, y es capaz de unir aflatoxinas y seleccionar una arcilla procesada para que tenga una composicién quimica
que comprenda: CaO superior al 3,2%; MgO que varia desde 4,0 a 5,4%; Fe;,O3 que varia desde 5,4 a 6,5%; K-O que
varia desde 0,50 a 0,90%; NayO que varia desde 0,10 a 0,30%; MnO que varia desde 0,01 a 0,03%; Al.O3 que varia
desde 14,8 a 18,2%; y SiO, que varia desde 62,4 a 73,5%; en el que, la composicion quimica se da como porcentaje
en peso, teniendo la arcilla un tamano de particula sustancialmente uniforme de menos de aproximadamente 80
micrémetros.

3. Un procedimiento para matar o inhibir el crecimiento de un microorganismo e inactivar una micotoxina en un
alimento o pienso que comprende:

poner en contacto el alimento o el pienso con una arcilla acidificada;

en el que la arcilla acidificada se mezcla con un acido o una mezcla acida en una proporcién en peso de la arcilla
al acido o la mezcla acida desde 50 : 1 a 1 : 5, en el que el acido o la mezcla acida es un complejo del Grupo l1A
escasamente soluble ("AGIIS"); y en el que la arcilla es una arcilla de aluminosilicato de calcio con bajo contenido
de sodio aislada que esta sustancialmente libre de dioxinas y contaminacion téxica prioritaria de metales pesados,
en el que la arcilla de aluminosilicato de calcio con bajo contenido de sodio aislada tiene una composicién quimica
que comprende: CaO superior a aproximadamente 3,2%; MgO que varia desde 4,0 a 5,4%; Fe;O3 que varia desde
5,4 a 6,5%; K;0 que varia desde 0,50 a 0,90%; Na,O que varia desde 0,10 a 0,30%; MnO que varia desde 0,01 a
0,03%; Al,O3 que varia desde 14,8 a 18,2%; y SiO- que varia desde 62,4 a 73,5%;

en el que, la composicion quimica se da como porcentaje en peso, y en el que la arcilla tiene un tamafo de particula
sustancialmente uniforme de menos de aproximadamente 80 micrémetros, y en el que la arcilla mezclada con el
acido o la mezcla acida es capaz de matar o inhibir el crecimiento de un microorganismo y es capaz de unir las
aflatoxinas.

4. El procedimiento de la reivindicacién 3, ademas en el que la arcilla acidificada esta en forma de polvo.
5. El procedimiento de la reivindicacion 3, ademas en el que la arcilla acidificada esta en forma de pellas.

6. El procedimiento de la reivindicacion 3, que comprende ademas incorporar la arcilla acidificada en un material de
empagquetado, en el que el material de empaquetado que tiene la arcilla acidificada incorporada entra en contacto con
el alimento o pienso.

7. El procedimiento de la reivindicacion 3, que comprende ademas seleccionar el material de empaquetado para que
sea una almohadilla absorbente.

8. El procedimiento de la reivindicacion 3, que comprende ademas seleccionar una carne animal o un grano como
alimento o pienso.
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9. Un procedimiento para mitigar el riesgo de exposiciéon de un sujeto a aflatoxinas o microorganismos de un sistema
de almacenamiento de alimentos o piensos expuesto a una aflatoxina o microorganismo ambiental, que comprende:

incorporar una cantidad eficaz de arcilla acida en el sistema de almacenamiento de alimentos o piensos; en el que, la
arcilla acida se forma mezclando una arcilla con un acido o una mezcla acida en una proporcién en peso de la arcilla
al acido o la mezcla acida desde 50 : 1 a 1 : 5, comprendiendo el acido o la mezcla acida un complejo del Grupo 1A
escasamente soluble ("AGIIS"), y teniendo la arcilla un tamafio de particula sustancialmente uniforme de menos de
80 micrometros, en el que la arcilla comprende una arcilla aislada de aluminosilicato de calcio con bajo contenido de
sodio que esta sustancialmente libre de dioxinas y contaminacion toxica prioritaria por metales pesados y es capaz de
unir las aflatoxinas, teniendo la arcilla una composicién quimica que comprende: CaO superior a aproximadamente
3,2%; MgO que varia desde 4,0 a 5,4%; Fe,O3 que varia desde 5,4 a 6,5%; K2O que varia desde 0,50 a 0,90%; Na,O
que varia desde 0,10 a 0,30%; MnO que varia desde 0,01 a 0,03%; Al,O3 que varia desde 14,8 a 18,2%; y SiO2 que
varia desde 62,4 a 73,5%; en el que, la composicion quimica se da como porcentaje en peso.
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Tratamiento 2
Figura 3

Tratamiento 1

Control
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