ANA |. STOJANOVIC!
ALEKSANDRA S. DAKOVIC'
SRDAN D. MATIJASEVIC'
GEORGE E. ROTTINGHAUS?
ZIVKO T. SEKULIC'

TANJA T. STANIC'

"Institut za tehnologiju
nuklearnih i drugih mineralnih
sirovina, Beograd, Srbija

2Veterinary Medical Diagnostic
Laboratory, College of
Veterinary Medicine, University
of Missouri, Columbia,

USA

NAUGNI RAD
620.266.1:661.183.1

Mikotoksini su toksicni sekundarni metaboliti
veceg broja plesni koji u organizam Zivotinja i ljudi
najceS¢e dospevaju putem kontaminirane hrane in-
festirane sporama, konidija i/ili fragmentima miceli-
juma. Mikotoksini, naj¢eSe prisutni na naSem

ADSORPCIJA T-2 TOKSINA MINERALNIM
ADSORBENTIMA

U ovom radu su prikazani rezultati ispitivanja adsorpcije T-2 toksina na
razlicitim mineralnim adsorbentima, zaolitu—klinoptilolitu kao i na smektit-
skoj grupi minerala — bentonitu i hektoritu. Polazni uzorci koji su koriséeni u
eksperimantima adsorpcije okarakterisani su uobicajenim metodama kojima
se odreduje kvalitet alumosilikatnih minerala: rendgensko difrakcionom
analizom praha (XRPD), odredivanjem hemijskog sastava, kao i odrediva-
njem vrste i sadrzaja izmenjivih katjona. U preliminarnim eksperimentima
(pH 3), po indeksu adsorpcije 1-2 toksina (95%), istice se mineral hektori,
dok je na prirodnom zeolitu i bentonitu, adsorpcija ovog toksina niska (8 i
13%), respektivno). Rezultati adsopcije 1-2 toksina na hektoritu, pri razlici-
tim masenim odnosima adsorbent: toksin, pokazali su da indeks adsorpcije
raste sa porastom sadrZaja cvrste faze u suspenziji, kako na pH 3, tako i na
pH 7i 9. Pri promeni pH vrednosti sredine nisu uocene znacajnije razlike u
adsorpciji 1-2 toksina na hektoritu.
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podneblju su: ohratoksin A, zearalenon, trihoteceni,

fumonizini, a u novije vreme i aflatoksini.

Trihoteceni predstavljaju najvecu grupu Fusari-
um mikotoksina. Tako je identifikovan veliki broj tri-

Tip A Tip B
Slika 1. Struktura trihotecena tipa A i tipa B
Figure 1. Structure of trichothecenes tipe A and tipe B

hotecena (oko 170), do sada, samo je nekoliko

detektovano iz prirodno kontaminiranih Zitarica od
kojih skoro svi pripadaju trihotecenima tipa A ili B.
Oba tipa su tetracikli¢ni seskviterpeni, karakteristini
po dvostrukoj vezi na C-9,10 atomu, promenjivom
broju hidroksi grupa i epoksidnom prstenu na C-
12,13; po ¢emu su klasifikovani kao epoksi-trihotece-
ni. Trihoteceni tipa A imaju jednostruku vezu na C-8
atomu i ovoj grupi pripadaju T-2 i HT-2 toksini, ne-
osolaniol (NEQO) i diacetoksiscirpenol (DAS). Tipu B
pripada deoksinivalenon (DON), nivalenon (NIV) i
njihovi derivati, a karakteristicni su po karbonilnoj
grupi na C-8 atomu [1]. Na slici 1 prikazana je struk-

tura trihotecena tipa A i tipa B.

T-2 toksin, mikotoksin iz grupe trihotecena tipa
A (R' = —-OH, R* = -OCOCH;, R®
R’ = —OOCCH,CH(CHjs),), predstavlja jedan od

.....

se moZe naci u prirodnim uslovima. Najcesce se nala-
7i u Zitaricama kao §to su pSenica, jeCam, ovas, piri-
na¢ i kukuruz. Prema toksi¢nosti T-2 toksin spada u
toksicne mikotoksine — LDsy (srednja letalna doza—
doza koja dovodi do uginuca 50% ispitivanih Zivoti-
nja) > 10 mg/kg. Bez obzira na nacin unoSenja, T-2
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toksin prouzrokuje anoreksiju, malaksalost i mucni-
nu, umanjenu produktivnost i akutne vaskularne
efekte koji dovode do hipotenzije i Soka [2].

Detoksifikacija selektivnom hemisorpcijom mi-
kotoksina predstavlja savremeni pristup sprecavanja
njihovih Stetnih efekata na zdravlje Zivotinja [3]. Mo-
derne tehnike dekontaminacije u te svrhe koriste mi-
neralne adsorbente mikotoksina koji se dodaju kao
aditivi stocnoj hrani. Detoksifikacija, odnosno spre-
cavanje negativnih efekata, deSava se in vivo putem
adsorpcije mikotoksina na molekulskom nivou na
povrsini mineralnog adsorbenta, u digestivnom traktu
Zivotinja [4]. Efikasnost adsorpcije razli¢itih mikotok-
sina na adsorbentima znatno se razlikuje, a uglavnom
zavisi od hemijskog sastava, kristalne strukture i fizic¢-
kih osobina adsorbenta, kao i od fizicko-hemijskih
osobina mikotoksina (polarnost, rastvorljivost, oblik,
raspodela naelektisanja, konstanta disocijacije itd.) [5].

Primeri adsorbenata mikotoksina su aktivni
ugalj (AC), specijalni polimeri, a najceS¢e se koriste
prirodni alumosilikatni minerali i to: zeoliti — klinop-
tilolit i smektiti — bentonit [6,7], a u novije vreme i
hektorit. Tako, intezivno istrazivani adsorbenti, kao
Sto su smektitski mineral — hidratisani natrijum kalci-
jum alumosilikat (HSCAS) i zeolit — klinoptilolit su
veoma efikasni u adsorpciji aflatoksina, dok njihova
negativno naelektrisana povrsina ¢ini ih ne efikasnim
u privenciji toksi¢nih efekata Fusarium mikotoksina,
kao Sto su trihoteceni ili zearalenon. Afriyie-Gyawu i
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saradnici [8] ispitivali su razli¢ite adsorbente zearale-
nona (AC, kalcijum-montmorilonit, ilit, saponit, se-
piolit, Wyoming natrijum-montmorilonit, hektorit,
zeolit itd.) i doSli do zakljucka da je, u in vitro uslovi-
ma, AC najefikasniji adsorbent (indeks adsorpcije
99%), dok adsorbent dobijen kombinacijom AC i
hektorita (HEC) u masenom odnosu 2:1, ima indeks
adsorpcije 69%, a sam hektorit 28%. Zeoliti su tekto-
alumosilikati koji poseduju beskona¢nu trodimenzi-
onu strukturu, dok bentonit pripada grupi slojevitih
slikata (smektita). Hektorit je, takode, mineral iz gru-
pe smektita, formiran od dva tetraedarska sloja sa
uklopljenim oktaedarskim slojem. Poseduje perma-
nentno negativno naelektrisanje koje raste pri izo-
morfnoj supstituciji jona Li* jonima Mg?*. Negativno
naelektrisanje slojeva kompenzovano je hidratisanim
izmenjivim katjonima u meduslojevima (uglavnom
Ca**, Mg**, Na*) [9-11]. U nauénoj literaturi nema
podataka o adsorpciji T-2 toksina na prirodnim alu-
mosilikatnim mineralima.

Cilj ovog rada je da se ispita adsorpcija T-2 tok-
sina na najces¢e primenjivanim adsorbentima: zeolitu
— klinoptilolitu i smektitima — montmorilonitu i hek-
toritu, u iz vitro uslovima.

EKSPERIMENTALNI DEO

Kao polazni materijal u eksperimentu adsorpci-
je T-2 toksina koriSCeni su: prirodni zeolit (nalaziSte
Zlatokop iz okoline Vranjske banje), sa sadrzajem
klinoptilolita oko 90%, a kao necistoée prisutni su
kvarc i feldspat; bentonitska glina (leZiste Sipovo), sa
sadrzajem minerala montmorilonita oko 90%, dok su
prateCe komponente kvarc i kalcit; hektorit (Hector
California USA), kod kojeg je u sirovini kao dominan-
tan mineral prisutan hektorit, a kao prateca kompo-
nenta pojavljuje se kvarc. Uzorci su osuseni na 80 °C
i usitnjeni do finoée —63 um.

T-2 toksin, analiticke cistoce koriS¢en je u ek-
sperimentima. Za potrebe eksperimenta, T-2 toksin
je rastvoren u etanolu i na taj nacin je dobijen osnov-
ni rastvor koncentracije 1 g/l. Iz osnovnog rastvora
pripremljeni su, u elektrolitu, radni rastvori koji su
kori$¢eni u eksperimentima adsorpcije. Kao elektolit
kori$¢en je 0,1 M KoHPOy; pH vrednost elektolita je
podeSavana sa H;POy ili NaOH.

Tabela 1. Hemijski sastav polaznih uzoraka
Tuble 1. Chemical composition of starting samples

Generalno, eksperimenti adsorpcije T-2 toksina
su izvodeni tako §to je odredenoj zapremini elektroli-
ta, koja sadrzi ta¢no odredenu koncentraciju toksina,
dodavana odredena koli¢ina svakog mineralnog ad-
sorbenta. Istovremeno je, za odredivanje polazne ko-
licine toksina (C,) pripremana i nulta proba, koja
sadrzi istu koli¢inu toksina u elektrolitu bez adsor-
benta. Adsorpcione smeSe su mesane na magnetnoj
mesalici odredeno vreme na sobnoj temperaturi. Na-
kon isteka reakcionog vremena, smese su centrifugi-
rane i u filtratima odredivane su koncentracije
neadsorbovanog T-2 toksina (C). Polazne, kao i ne-
adsorbovane koncentracije toksina odredivane su te-
¢nom hromatografijom visokih performansi (HPLC).
HPLC analiza izvodena je na Hitachi 1.-7100 pump
sa Hitachi L.-7200 autosampler i UV detekcijom na
Hitachi I -7480 UV spektrofotometru (A = 212 nm).
Brzina protoka mobilne faze (acetonitril:voda =
50:50) je iznosila 1 ml/min. Adsorbovana koli¢ina
toksina je odredivana kao razlika izmedu polazne i
neadsorbovane koncentracije toksina u rastvoru.

Naredni eksperimenti adsorpcije T-2 toksina na
hektoritu su radeni tako $to su menjani maseni odno-
si T-2 toksin—hektorit (1000:1, 200:1, 100:1 i 50:1) na
tri razli¢ite pH vrednosti rastvora 3, 7 i 9, respektivno,
pri koncentraciji T-2 toksina u rastvoru (C,) 10 mg/l.

REZULTATI I DISKUSIJA

Kvantitativnom hemijskom analizom odreden je
hemijski sastav polaznih uzorka-adsorbenata i gubi-
tak mase zarenjem do 900 °C, dobijeni rezultati su
dati u tabeli 1.

Metodom sa 1 M NH4CI [12] odredena je vrsta,
kao i sadrzaj osnovnih katjona prisutnih u izmenji-
vom poloZaju, dok je ukupan kapacitet katjonske
izmene odreden kao suma sadrZaja izmenjivih katjo-
na (2). Rezultati su prikazani u tabeli 2.

Iz tabele 2, moZe se videti da ukupan kapacitet
katjonske izmene (CEC) polaznog uzorka zeolita
iznosi 146,0 mmol M */100 g, dominantan jon u izme-
njivom poloZaju je kalcijum, dok su natrijum, kalijum
i magnezijum prisutni u znatno manjim koli¢inama.
Ukupan kapacitet katjonske izmene bentonita je 93,9
mmol M*/100 g, a kao dominantan jon u izmenjivom
poloZaju je kalcijum. Ukupan kapacitet katjonske
izmene (CEC) polaznog uzorka hektorita iznosi 89,2

SadrZaj, %
Si 02 A1203 Fe2O3 CaO MgO Na2O K2O Li2O GZ
Zeolit 64,21 11,48 0,88 4,55 1,45 1,71 1,29 / 14,00
Bentonit 55,36 22,94 3,56 3,58 3,27 0,11 0,32 / 12,31
Hektorit 57,88 0,45 0,04 <0,10 23,62 2,22 0,04 1,46 15,00
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Tabela 2. Sadrzaj izmenjivih katjona u polaznim uzorcima
Tuble 2. Contents of exchangeable cations in starting samples
SadrZaj izmenjivih katjona, mmol M*/100 g
Katjon Ca®* Mgt Na* K* Lit s
Zeolit 95,0 13,0 22,0 16,0 / 146,0
Bentonit 79,0 9,1 3.5 1,9 / 93,9
Hektorit / 9,4 77.4 0,6 1,8 89,2

mmol M*/100 g. Natrijum je dominantan jon u izme-
njivom poloZaju, dok su magnezijum, litijum i kalijum
u izmenjivim pozicijama prisutni u veoma malim koli-
¢inama.

U cilju odredivanja da li ovi minerali pokazuju
afinitet prema T-2 toksinu, u preliminarnim eksperi-
mentima, adsorpcija T-2 toksina je izvrSena na priro-
dnom zeolitu — klinoptilolitu, kao i na mineralima iz
grupe smektita — montmorilonit i hektorit. Indeks ad-
sorpcije T-2 toksina u procentima (%) izracunat je
po sledecoj formuli:

C] - 100

gde je: C, — polazna koncentracija T-2 toksina, a C —
ravnoteZna koncentracija T-2 toksina u elektrolitu,
nakon adsorpcije. Eksperimenti adsorpcije T-2 toksi-
na su radeni pri slede¢im uslovima: polazna koncen-
tracija T-2 toksina, C, = 10 mg/l, maseni odnos
adsorbent : toksin — 1000:1, pH elektrolita — 3, vreme
kontakta toksin/adsorbent — 30 minuta. Dobijeni re-
zultati prikazani su graficki na slici 2.

Poznato je da su prirodni zeolit — klinoptilolit,
kao i prirodni bentonit — montmorilonit, efektivni ad-
sorbenti mikotoksina aflatoksina B1, u in vitro i in vivo
[13,14]. Takode, povrSinskom modifikacijom priro-

o —

G

Indeks adsorpcije = [

100 +
80
60 —

40

Indeks adsorpcije, %

20+

hektorit

klinoptilolit montmorilonit

uzorak

Slika 2. Adsorpcija T-2 toksina na razliditim mineralnim ad-
sorbentima
Figure 2. T-2 toxin adsorpton by different mineral adsorbents

dnog klinoptilolita i montmorillonita sa dugolanca-
nim organskim katjonima znacajno se povecava ad-
sorpcija mikotoksina — zearalenona i ohratoksina A,
u in vitro uslovima [15-17]. Prethodno je pomenuto
da u literaturi nisu nadeni podaci o in vitro adsorpciji
T-2 toksina na ovim mineralima. 1z rezultata prikaza-
nih na slici 2, moZe se videti da, pri ovim eksperimen-
talnim uslovima, prirodni zeolit — klinoptilolit, prak-
tiéno ne pokazuje afinitet prema T-2 toksinu (kod
klinoptilolita indeks adsorpcije T-2 toksina iznosi
8%). Takode, moze se videti da je adsorpcija T-2 tok-
sina na mineralu iz grupe smektita — montmorilonitu
niska (indeks adsorpcije 13%). Primeceno je da se po
indeksu adsorpcije T-2 toksina istice mineral hekto-
rit, kod kojeg adsorpcija ovog toksina iznosi 95%.
Dobijeni rezultati ukazuju da u hektoritu postoje ak-
tivni centri odgovorni za adsorpciju T-2 toksina. Na
osnovu ovih preliminarnih rezultata, naredni eksperi-
menti adsorpcije T-2 toksina radeni su na mineralu
hektoritu.

Adsorpcija T-2 toksina na hektoritu je dalje is-
pitivana pri razli¢itim masenim odnosima adsorbent :
toksin — 1000:1, 200:1, 100:1 i 50:1. Eksperimenti su
radeni pri polaznoj koncentraciji T-2 toksina, C, =
10 mg/l, razlic¢itim koli¢inama ¢vrste faze u suspenziji,
Ciuspenzijes 10, 2, 11 0,5 g/, na pH vrednosti elektrolita
3, 7191 za vreme kontakta toksin/adsorbent 30 minu-
ta. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 3.

Rezultati prikazani na slici 3, pokazuju da kod
minerala iz grupe smektita — hektoritu, adsorpcija T-
2 toksina raste sa porastom sadrZaja ¢vrste faze u sus-
penziji (maseni odnos adsorbent : toksin), kako na
pH 3, tako i na pH 7 i 9. Tako, pri masenom odnosu
50:1 (polazna koncentracija T-2 toksina 10 mg/l, sa-
drzaj ¢vrste faze u suspenziji 0,5 g/1), indeks adsorpci-
je T-2 toksina iznosi 20% na pH 3, 26% na pH 7 i
19% na pH 9, dok sa povecanjem masenog odnosa na
1000:1 (polazna koncentracija T-2 toksina 10 mg/l,
sadrzaj ¢vrste faze u suspenziji 10 g/1), indeks adsor-
pcije T-2 toksina na hektoritu iznosi 95 % na pH 3,
89% na pH 7190% na pH 9.

Porast indeksa adsprpcije T-2 toksina sa pove-
¢anjem sadrZaja Cvrste faze u suspenziji potvrduje da
u mineralu hektoritu postoje aktivni centri odgovorni
za adsorpciju T-2 toksina. Dakle, sa povecanjem sa-
drZaja ¢vrste faze u suspenziji, odnosno sa poveca-
njem broja aktivnih centara u mineralu raste
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Slika 3. Adsorpcija T-2 toksina na hektoritu pri razlic¢itim ma-
senim odnosima toksin:adsorbent, na pH 3, 7i 9.

Figure 3. T-2 toxin adsorption by hectorite at different
toxin:adsorbent mass ratios, at pH 3, 7 and 9.

adsopcija ovog toksina. Takode, iz dobijenih rezultata
primecuje se da adsorpcija T-2 toksina na hektoritu
prakti¢no ne zavisi od pH vrednosti sredine.

ZAKLJUCAK

Ispitivanjem adsopcije T-2 toksina na prirodnim
alumosilikatnim mineralima — zeolitu i smektitima,
uoceno je da se po adsorpcionom indeksu T-2 toksi-
na izdvaja mineral hektorit. Rezultati su ukazali da
kod ovog minerala postoje aktivni centri odgovorni
za adsorpciju T-2 toksina. Efekat koli¢ine adsorbenta
u rastvoru kao i pH vrednosti na adsorpciju T-2 tok-
sina na hektoritu je pokazao da se sa povecanjem
koncentracije adsorbenta u suspenziji povecava i ad-
sorpcioni indeks, na svim ispitivanim pH vrednosti-
ma. Takode uoceno je da promena pH vrednosti
rastvora ne dovodi do znacajnijih promena u kolicini
adsorbovanog T-2 toksina. Dobijeni rezultati ukazuju
da, ukoliko se pokaZe efikasan u in vivo uslovima, mi-
neral hektorit bi mogao da nade prakti¢nu primenu
kao aditiv sto¢noj hrani za adsorpciju T-2 toksina.
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Ovaj rad je rezultat istrazivanja na projektu 142057 koji se
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nary Medical Diagnostic Laboratory, University of Misso-
uri, Columbia, USA.
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SUMMARY
ADSORPTION OF T-2 TOXIN BY NATURAL MINERAL ADSORBENTS
(Scientific paper)

Ana 1. Stojanovi¢!, Aleksandra S. Dakovi¢', Srdan D. Matijasevi¢!, George E. Rottinghaus?,
Zivko T. Sekuli¢!, Tanja T. Stani¢
!Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Beograd, Srbija
*Veterinary Medical Diagnostic Laboratory, College of Veterinary Medicine,
University of Missouri, Columbia, USA

The contamination of animal feed with mycotoxins represents a Key words: Mycotoxins e T-2
worldwide problem leading to economic losses in animal production. toxin ¢ Adsorbents e Hectorite o
According to the Food and Agriculture Organization (FAO), 25% of the
world’s cereal grain production is contaminated with mycotoxins. The
most common mycotoxins found in grains are the aflatoxins, ochratoxins,
fumonisins, trichothecenes, zearalenone and the ergopeptine alkaloids.
Trichothecenes, constitute the largest group of Fusarium mycotoxins.
Among others, T-2 toxin is the most acute toxic trichothecene. In this pa-
per, adsorption of T-2 toxin by natural mineral adsorbents zeolite—clinop-
tilolite and smectite minerals — bentonite and hectorite, at pH 3 was
investigated. The highest adsorption index was achieved for hectorite (95%),
while clinoptilolite and bentonite showed low adsorption index for T-2
toxin, 8% and 13%, respectively. Results of T-2 toxin adsorption on he-
ctorite, at different amount of solid phase in suspension, and at pH 3, 7
and 9, showed that toxin adsorption indexes increased with increase of
adsorbent concentration in suspension, at all investigated pH values. No
significant differences in T-2 toxin adsorption by hectorite, at pH 3, 7 and
9 were observed.
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