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RESUMEN

Objetivo. Determinar la dosis recomendable de bentonita como quelante de arsénico (As) y plomo
(Pb) en el medio ruminal, abomasal y duodenal mediante un sistema in vitro, considerando las
variables de fermentacién ruminal y el efecto adsorbente de As y Pb. Materiales y métodos. Se
prepararon viales con 50 mL de medio anaerobio y 0.5 g de alfalfa como sustrato. Los medios se
adicionaron con 1.01 y 1.95 ppm de As y Pb, respectivamente. Los tratamientos consistieron en el
nivel de bentonita (B) adicionada al medio, B-0%, B-1.5%, B-3.0% y B-4.5%. Los medios se incubaron
durante 24 h y se midié el pH, produccién de AGV, N-NH,, degradabilidad in vitro de MS (DIVMS) y
efecto quelante de la bentonita, simulando las condiciones del rumen, abomaso y duodeno. Se usé
un disefio completamente al azar y contrastes ortogonales. Resultados. La bentonita no modificé
el pH ni la proporcién molar de AGV (p>0.05), pero la produccién total de AGV presenté un efecto
lineal negativo al aumentar el nivel del mineral. Asimismo, el N-NH; disminuy¢ (p<0.05) al adicionar
bentonita. La DIVMS fue menor con B-3.0% y B-4.5% (52.36P y 49.74b%) en comparacién con
B-0% y B-1.5% (62.309, 61.98%). La inclusién de B-1.5% y B-4.5% mejor6 (p<0.05) la adsorcién
de As y Pb en el medio ruminal, abomasal y duodenal. Conclusiones. La proporcion de bentonita
recomendable como quelante de As y Pb es de 1.5%, ya que la dosis de 4.5% afectan la DIVMS y
por consiguiente, la productividad animal.

Palabras clave: Quelante; arsénico; plomo; ganado lechero; arcillas (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

Objective. To determine the recommended dose of bentonite as a chelator of arsenic (As) and lead
(Pb) in the rumen, abomasal and duodenal environment by means of an in vitro system, considering
the variables of ruminal fermentation and the adsorbent effect of As and Pb. Materials and methods.
Vials were prepared with 50 mL of anaerobic medium and 0.5 g of alfalfa as substrate. The culture
media were added with 1.01 and 1.95 ppm of As and Pb, respectively. The treatments consisted of
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different levels of bentonite (B) added to the medium, B-0%, B-1.5%, B-3.0% and B-4.5%. The
media were incubated for 24 h, and pH, volatile fatty acid (VFA) and N-NH; production, in vitro DM
digestibility (IVDMD) and chelating effect of bentonite were measured, simulating rumen, abomasum
and duodenum conditions. A completely randomised design and orthogonal contrasts were used.
Results. Bentonite did not modify the pH (p>0.05) and the molar proportion of VFAs, but the total
VFA concentration presented a negative linear effect with increasing bentonite levels. Likewise,
the N-NH, level decreased (p<0.05) with increasing inclusion levels of bentonite. The IVDMD was
reduced with B-3% and B-4.5% (52.36P and 49.74%) in comparison to B-0% and B-1.5% (62.302
and 61.983%). Treatments B-1.5% and B-4.5% improved (p<0.05) As and Pb adsorption in the
rumen, abomasal and duodenal environments. Conclusions. The recommended level of bentonite as
chelator of As and Pb is 1.5%; doses of 4.5% affect IVDMD and, consequently, animal productivity.

Keywords: Chelating; arsenic; lead; dairy cattle; clays (Source: DeCS).

INTRODUCCION

Los metales pesados (MP) como el arsénico,
cadmio, cromo y plomo representan un problema
serio de contaminacion en México, y no se trata
con responsabilidad, a pesar de comprometer
el medio ambiente, la salud y la seguridad
alimentaria; sin embargo, su impacto y los sitios
de riesgo aumentan de acuerdo con los reportes
cientificos (1,2) donde se resalta la urgencia de
aplicar tecnologias para biorremediacion (3).

Una causa recurrente de contaminacién la
propicia la industria cuando descargan sustancias
con MP en rios y arroyos. De modo que, cuando
los suelos aledafios son irrigados con aguas
contaminadas, afectan cultivos y forrajes
usados en la alimentaciéon animal (4,5). A
causa de esto, se han determinado niveles de
arsénico y plomo (0.06 y 0.073 mg/kg de As y
Pb, respectivamente) por arriba de los niveles
permisibles en leche, basandose en estandares
internacionales (2).

Con este antecedente, se buscan tratamientos
para remover los MP presentes en aguas
residuales, suelo y forrajes (6). Una alternativa de
bajo costo y disponible en México son las arcillas
naturales, como la bentonita y clinoptilolita.
Estas contienen minerales como aluminosilicatos
capaces de adsorber MP, por lo que se usan
para el tratamiento de aguas contaminadas (7).
Ademas, son quelantes orales, efectivos para la
desintoxicacion de MP en humanos y animales
sin efectos secundarios. Los resultados son
efectos positivos en el tracto digestivo del ser
humano y en el sistema inmunoldgico del hombre
y animales (8).
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Sin embargo, en la literatura revisada no
se encontrd informacidon relacionada con la
capacidad quelante de la bentonita en el
tracto digestivo de ganado bovino. Conocer la
capacidad de adsorcion de MP de la bentonita en
el tracto digestivo de bovinos permitird brindar
estrategias de alimentacién con este mineral para
disminuir la aparicion de MP en leche o carne.
Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue
establecer la dosis recomendable de bentonita
en la dieta de ganado lechero considerando las
variables de fermentacién ruminal y su efecto
quelante sobre arsénico y plomo en el medio
ruminal, abomasal y duodenal en un sistema
in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. La prueba in vitro se realiz6 en el
Laboratorio de Nutricion Animal, perteneciente
al Programa de Ganaderia, Colegio de
Postgraduados, situado en Montecillo, Estado
de México, México.

Tratamientos. Estos se describen en la tabla
1 y contienen bentonita (Bentonita célcica con
80% de pureza; Nutre y Fortalece MX, México)
en niveles crecientes y alicuotas de arsénico
(As) y plomo (Pb). Las cantidades de As y
Pb adicionadas al sustrato del medio fueron
derivadas de estandares de 1000 ppm (Merck,
Alemania) de cada metal pesado evaluado.
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Tabla 1. Tratamientos experimentales.
Evaluacion in vitro en
Rumen, abomaso y duodeno

Tratamiento/

be(!;;?lg/l: 2 a:ﬁ?;ﬁ:ijt:,‘, Arsénicof Plomo#
mg ppm -----
1.01 1.95
B-0 0 R1-R8
B-1.5 7.5 R1-R8
B-3 15.0 R1-R8
B-4.5 22.5 R1-R8

¥| a bentonita adicionada (mg) fue con base al contenido de
materia seca del medio de cultivo. £Concentracion de arsénico
(1.01 ppm) y plomo (1.95 ppm) adicionada al sustrato del
medio con base a los niveles determinados en alfalfa en
estudios previos (1,2). R1-R8 indica las repeticiones en
cada tratamiento.

Elaboracion de los medios de cultivo. Se
utilizé un medio anaerobio elaborado con solucion
mineral I [K,HPO, (J.T. Baker®), 6 g en 1000 mL
de agua destilada], 5 mL; solucién de Na2COs
al 8% (J.T. Baker®), 5 mL; solucion mineral II
[6 g (NH,),SO, (J.T. Baker®) + 6 g KH,PO, (J.T.
Baker®) + 2.45 g de MgSO, (Meyer®) + 12 g
NaCl (Meyer®) + 1.6 g CaCl,+2H,0 (Meyer®)
en 1000 mL de agua destilada], 5 mL; liquido
ruminal clarificado [liquido ruminal, filtrado a
través de cuatro capas de gasa, centrifugado
(Hettich®, EBA 21, Alemania) a 12,857 x g por
10 min, y esterilizado en autoclave (Lab-Med®,
LMV40, México) a 15 psi, 121 °C y durante
15 min], 30 mL; resazurina al 0.1% (Sigma-
Aldrich®), 0.1 mL; solucién cisteina-sulfido [15
mL NaOH (Meyer®) 2N + 2.5 g L-cisteina (Sigma-
Aldrich®) + 2.5 g Na,S-9H,0 (Meyer®) en 100
mL de agua destilada], 2 mL; agua destilada,
52.6 mL. El pH del medio se ajusté a 7+0.02
y se esterilizd (Geolab, Chile) a 121°C, 15 psi
durante 15 min (9).

En viales de cultivo (120 mL) estériles que
contenian 0.5 g de heno alfalfa procesada en
un molino (Thomas Scientific®, Thomas-Wiley,
USA) con tamiz de 1 mm, se agregaron 50 mL
del medio bajo flujo de CO,. Posteriormente,
se colocaron tapones de goma (20 mm @)
y casquillos de aluminio, sellando con una
engargoladora (Wheaton®, USA). Los medios se
incubaron durante 24 h a 38 °C para comprobar
esterilidad. Adicionalmente se elaboraron tres
blancos por tratamiento a los cuales no se les
adiciond arsénico y plomo.
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Inoculacion e incubaciéon de medios. El indculo
fue liquido ruminal fresco, el cual se extrajo de un
toro Holstein de 560 kg PV, fistulado en rumen.
La alimentacion del bovino se basé en heno de
alfalfa (45%) y avena (55%) con un aporte total
de 17 kg/d. El protocolo de manejo del bovino se
realizo en apego al Reglamento de uso y cuidado
de los animales destinados a la investigacion del
Colegio de Postgraduados 02.11.16. El liquido
ruminal se filtré a través de tela manta de cielo,
para separar la materia sélida y se traslado al
laboratorio en un termo. Previamente, 24 viales
por tratamiento se colocaron en bafio Maria a 39
°C para evitar un choque térmico del inéculo. La
inoculacion fue con 5 mL de liquido ruminal en
cada vial, la aplicacion fue con jeringas de 10
mL estériles desechables y agujas calibre 20G x
1v4" hipodérmicas (Terumo®).

Los medios inoculados se incubaron durante 24
h y este proceso sirvio para evaluar la adsorcion
de arsénico y plomo a nivel ruminal. Para esto,
se utilizaron ocho viales por tratamiento para
medir las variables de fermentacién ruminal
y el efecto quelante de arsénico y plomo con
las proporciones de bentonita evaluadas. La
adsorcion de metales pesados en la porcidén de
abomaso y duodeno se realizd con los viales
remanentes que fueron incubados simulando el
medio ruminal. Se utilizaron ocho repeticiones
por tratamiento para simular las condiciones de
pH del abomaso y un nimero de repeticiones
similar por tratamiento para crear las condiciones
de pH del duodeno, con las especificaciones que
se describen mas adelante.

Variables evaluadas

pH. Se midié con un potenciometro (HANNA®,
HI2211, Italia) en cada uno de los mediosa 0y
24 h de incubacion.

Acidos grasos volatiles (AGV) y nitrégeno
amoniacal (N-NH;). Al concluir la incubacion se
recolectaron 4 mL de cultivo y se adiciond 1 mL
de acido metafosforico (25%). De esta mezcla
se tomaron 2 mL del sobrenadante y se procesé
en una centrifuga (Hettich®, EBA 21, Alemania)
a 20 000 x g durante 10 min. Del sobrenadante
se extrajeron 1.5 mL y se depositaron en viales
para medicién de AGV y N-NH;. La determinacién
de AGV se realizo en un cromatografo de gases
(Perkin Elmer®, Clarus 500, USA)(10). La
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medicion de N-NH; se realiz6 de acuerdo al
método descrito por McCullough (11) a 630 nm
con el uso de un espectrofotometro UV-visible
(Varian®, Cary 1-E, USA).

Degradacion in vitro de la materia seca
(DIVMS). Se recuperd el residual con la
bentonita de cada vial usando papel filtro
Whatman® N° 541 a peso constante. Cada filtro
con la muestra residual se llevd a peso constante
secando a 70 °C durante 24 h. Posteriormente se
peso el papel filtro con la muestra en una balanza
analitica (OHAUS®, Adventurer, USA). La DIVMS
se calculd con la formula (12):

DIVMS(%)=[peso inicial-(peso final - peso de
la bentonita)]/peso inicial x 100

Adsorcion de metales pesados

Efecto quelante de la bentonita en medio
ruminal. Al concluir la incubacion, los medios de
cultivo se transfirieron a tubos de polietileno de
50 mL, se centrifugaron a 452 x gpor 5 miny se
transfirié el sobrenadante a frascos de polietileno
de 50 mL. Se agregd una alicuota de 0.5 mL
de HNO; al 65%, grado analitico (J.T. Baker®,
USA) y las muestras se conservaron a 4°C para
analizar el contenido de metales pesados.

Efecto quelante de la bentonita en medio
acido. Al término de la incubacién, el contenido
de cada vial se sometid a condiciones de acidez
con HCI 1 N (J.T. Baker®, USA) a un pH de
4 (simulando las condiciones del abomaso);
después, las muestras se incubaron a 22°C por
1 h. Las muestras se transfirieron a tubos de
polietileno de 45 mL y se centrifugaron a 452
X g durante 5 min. Se recuperd el sobrante y
se depositd en frascos de polietileno de 50 mL,
se acidificé con 0.4 mL de HNO; al 65%, grado
analitico y se preservaron las muestras a 4°C
hasta su analisis.

Efecto quelante de la bentonita en medio
alcalino. Al finalizar la incubacién se agregd
0.135 g de sales biliares (Oxgall Difco®, USA) a
cada medio y se incubd por 3 h, para simular las
condiciones del duodeno. Después se centrifugd
durante 15 min a 452 x g. Finalmente las
muestras se acidificaron con 0.4 mL de HNO,
al 65%, grado analitico y se guardaron a 4 °C
hasta el analisis.
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Digestion de muestras. El sobrenadante y el
precipitado de las muestras preservadas fueron
digeridos para analizar el contenido de metales
arsénico y plomo posteriormente. Muestras de
45 mL del sobrenadante se depositaron en tubos
de teflon de 55 mL y se agregaron 5 mL de HNO,
(69-70%). Asimismo, se pesaron muestras de
0.5 g del precipitado, se colocaron en tubos de
teflon de 55 mL y se adicionaron 4 mL de H,0,
al 30% p/v mas 10 mL de HNO,. Posteriormente,
las muestras fueron procesadas en un sistema
de digestion por microondas (CEM corporation
Mathews®, CEM-MARS 5, USA). Este proceso
se realizd con las siguientes condiciones en
muestras del sobrenadante: 900-1050 W de
potencia, con una rampa de 10 min, presion
de 800 psi, temperatura de 170 °C vy tiempo de
espera de 10 min. La digestion de las muestras
del precipitado se realizé con las mismas
condiciones, solamente cambid el tiempo de
rampa a 15 min, temperatura de 200 °Cy 15:00
min de tiempo de espera.

Analisis de arsénico (As) y plomo (Pb). El
contenido de estos elementos fue determinado
por espectroscopia de emision optica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES, por sus
siglas en inglés; Varian®, 725-ES, USA). Los
reactivos empleados fueron grado analitico y
se utilizé agua desionizada 18.2 MQ cm-! para
la elaboracion de las soluciones. El estandar de
calibracion para arsénico y plomo se elabord
con una solucion patrén ICP multielemento
estandar XVI, compuesta de 21 elementos en
HNO, Suprapura 65%, con densidad de 1.032
g/cm3 y 20°C (Merck KGaA®, Alemania). Las
longitudes de onda utilizadas fueron 189.042 y
220.353 nm para As y Pb, respectivamente (2).

Disefio experimental. Se valuaron cuatro
tratamientos con ocho repeticiones por cada
seccion del tracto digestivo evaluada (rumen,
abomaso y duodeno). Los datos se analizaron
con un disefio completamente al azar. Se utilizé
un Modelo Lineal General (GLM) en el analisis
de datos. Para comprobar la normalidad de los
datos se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk y
cuando no existié una distribucién normal, se
aplicé la prueba de Kruskal-Wallis. Ademas, se
evaluaron contrastes de polinomios ortogonales
para probar el efecto lineal y cuadratico de
los niveles de bentonita, mediante el paquete
estadistico SAS® Versién 9.4 (13).
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RESULTADOS

El pH de los cultivos donde se simularon las
condiciones del rumen, abomaso y duodeno no
presentd cambios (p>0.05) con los porcentajes
de bentonita adicionados (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la proporcién de bentonita en
el pH del medio de cultivo simulando tres

porciones del tracto digestivo.

Tratamiento¥/

bentonita (B), % Rumen Abomaso Duodeno

B-0 6.46 4.30 6.63

B-1.5 6.43 4.30 6.50

B-3 6.40 4.36 6.50

B-4.5 6.43 4.40 6.56
P-valor 0.48 0.34 0.09

DE 0.04 0.07 0.07

PS-W 0.27 0.15 0.93

L 0.81 0.62 0.36

Q 0.69 0.60 0.54

¥Todos los tratamientos incluyeron la contaminacién
intencional del sustrato con 1.01 y 1.95 ppm de As y Pb,
respectivamente. DE: Desviacion estandar, PS-W: Prueba de
Shapiro-Wilk; L: Efecto lineal. Q: Efecto cuadratico.

La adicion de niveles crecientes de bentonita
no afectdé (p>0.05) la proporcién molar de AGV
(Tabla 3). Sin embargo, la concentracion total
de AGV disminuy6 de forma lineal (p<0.05) al
aumentar el porcentaje del mineral. Asimismo,

Fuentes et al - Bentonita como adsorbente de arsénico y plomo

el N-NH; disminuyé (p<0.05) con la adicion
de bentonita, independientemente del nivel
adicionado, aunque hubo efecto cuadratico
(Tabla 3). El aporte de B-3 y B-4.5% redujo
(p<0.05) la DIVMS, pero con 1.5% de la arcilla,
la DIVMS fue similar (p>0.05) al grupo testigo
(Tabla 3).

La adicion de B-1.5 y B-3% propicié el mejor
(p<0.05) efecto quelante sobre arsénico en el
medio ruminal, pero con B-4.5% resulté similar
al tratamiento testigo (B-0%), presentandose
efecto cuadratico (Tabla 4). En el medio
abomasal, el aporte de 1.5 a 4.5% de bentonita
redujo (p<0.05) casi en su totalidad el arsénico
presente, sin diferencia entre los medios
suplementados. En el medio duodenal, la adicién
de B-1.5y B-4.5% mostraron el mayor (p<0.05)
efecto quelante al registrarse la concentracién
mas baja de As en el sobrenadante, aunque
estos tratamientos fueron diferentes (p<0.05).
Congruente con lo anterior, los niveles de B-1.5
y B-4.5% mostraron el mejor efecto adsorbente
de arsénico en el precipitado del medio duodenal.

Los niveles de bentonita evaluados redujeron
(p<0.05) la concentracion de plomo en el
sobrenadante del medio ruminal, abomasal y
duodenal, pero B-1.5% tuvo el mejor efecto
quelante en el medio ruminal y B-4.5% en
el medio abomasal y duodenal (Tabla 4). Los
valores de Pb determinados en el precipitado
constataron mayor (p<0.05) efecto quelante con
B-4.5% en duodeno.

Tabla 3. Concentracion de metabolitos y digestibilidad in vitro de la materia seca (DIMS) en el medio ruminal

con diferentes proporciones de bentonita.

vortonta (B2 A h s mmeve mard DWMS

B-0 68.262 19.532 9.272 54.432 48.332 62.30°

B-1.5 67.792 19.722 9.46° 46.09° 18.14b 61.982

B-3 66.242 20.222 10.0° 39.76¢ 27.43b 52.36°

B-4.5 67.382 19.512 9.552 35.71d 26.60° 49.74b
P-valor 0.4 0.59 0.49 2.2¢°6 0.003 4.5¢7

DE 1.44 0.66 0.62 7.55 0.006 6.02

PS-W 0.83 0.31 0.46 0.50 0.02 0.95

L 0.46 0.57 0.49 26 0.006 4.8%4

Q 0.38 0.48 0.40 2e6 0.01 2.5¢4

¥Todos los tratamientos incluyeron la contaminacién intencional del sustrato con 1.01 y 1.95 ppm de As y Pb, respectivamente.
A: acético, P: propidnico y B: butirico. AGV: acidos grasos volatiles. N-NH;: nitrégeno amoniacal. DE: Desviacién estandar,
PS-W: Prueba de Shapiro-Wilk; ab.cd |etras distintas indican diferencias. L: Efecto lineal. Q: Efecto cuadratico.
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Tabla 4. Proporciones crecientes de bentonita y su efecto quelante determinado en el sobrenadante y precipitado
de medios de cultivo adicionados con arsénico y plomo.

Sobrenadante Medio

Precipitado Medio

Tratamiento/

) ; Ruminal Abomasal Duodenal Duodenal
Nivel de bentonita
(B), % As Pb As Pb As Pb As Pb
————————— mg/L ------------ --- mg/kg ---
B-0 0.0182 0.0342 0.0162 0.0332 0.0172 0.0322 0.005¢ 0.0¢c
B-1.5 0.0 0.005¢ 0.0v 0.021b 0.005¢ 0.011¢ 0.0132 0.031b
B-3 0.0b 0.025b 0.0v 0.014¢ 0.011b 0.027b 0.010¢® 0.030¢
B-4.5 0.0172 0.015¢ 0.0v 0.009¢ 0.0d 0.005¢ 0.0132 0.0342
P-valor 1.0¢7 0.006 1.2¢7 3.8¢4 1.0e3 1.0e> 2.9¢6 4.5¢e3
DE 0.02 0.02 0.04 0.04 0.03 0.04 0.003 0.02
PS-wW 2.5¢7 0.01 1.02e+4 0.25 0.37 0.18 2.5¢03 0.22
PK-W 0.02 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.02 0.02
L 3.1e-8 0.03 4.4¢8 0.03 4.36e5 1.5e5 8.7¢5 1.8e5
Q 3.2¢8 0.04 6.4¢8 0.02 5.7e5 1.685 1.9¢4 1.1e5

¥Todos los tratamientos incluyeron la contaminacién intencional del sustrato con 1.01 y 1.95 ppm de As y Pb, respectivamente.
DE: Desviacion estandar, PS-W: Prueba de Shapiro-Wilk; ab.cd. Letras distintas indican diferencias. PK-W: Prueba de Kruskal-

Wallis. L: Efecto lineal. Q: Efecto cuadratico.

DISCUSION

El presente estudio demostro que niveles de 1.5
a 4.5% de bentonita no afecta el pH ruminal en
condiciones in vitro. El resultado es congruente
con otros estudios in vivo donde se suplementé
1% de bentonita (pH de 6.23) en cabras en
crecimiento (14) o 2% (pH de 6.43) en toros
de engorda (15), sin reportar cambios de pH
ruminal respecto al testigo. En contraste, el
pH ruminal aumentd cuando se adiciond 0.4%
(nanoparticulas, pH de 6.8) 0 2% (forma natural,
pH de 6.7) de bentonita en la dieta de cabras
lactantes (16), o con 2 (pH de 6.36) y 6%
(pH de 7.1) de zeolita en la dieta de ovinos en
crecimiento (17,18). Los autores atribuyeron
en parte, la mejor respuesta de estos minerales
sobre el pH cuando las dietas incluyeron mas de
40% de forraje.

La presencia de aluminosilicatos en la estructura
de las zeolitas o bentonitas confiere capacidad de
intercambio catidnico y actlia como alcalinizante
en el medio, presentdndose cambios del pH
ruminal, aun con dietas altas en grano (19). No
obstante, el nivel de estos minerales en la dieta
de rumiantes puede incrementar la degradacion
del almidén, generar mayor produccién de
lactato y dejar sin efecto la actividad bufer (20).
En cambio, la fermentacién ruminal de la alfalfa
se pudo relacionar con AGV de menor impacto
sobre el pH (21) y podria explicar en parte
la ausencia de cambios en el pH del presente
estudio. Ademas, el medio de cultivo empleado
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incluyd soluciones bufer las cuales normalmente
mantienen el pH sin cambios significativos, en
un intervalo de 6.2 a 7.0 (9), dentro del cual se
encuentran los valores obtenidos.

El pH del medio abomasal y duodenal fue
manipulado, simulando las condiciones
prevalecientes en esas porciones del tubo
digestivo, por ello tampoco se registraron
cambios en el pH con los tratamientos evaluados.
La proporcion individual de AGV se reportd
sin cambios cuando se suplementd zeolita o
bentonita al 1% en la dieta de ganado lechero
(22), como ocurrié en el presente estudio.
Asimismo, el aporte de 2, 4 y 6% de zeolita en
la dieta de corderos indico valores individuales de
AGV sin diferencia entre tratamientos (17). Los
valores de AGV obtenidos en esta investigacion
son congruentes con los observados en el medio
ruminal, aun cuando no se suplementa zeolita,
con proporciones de acético, propionico y butirico
de 67, 18.9,y 12.4% (9).

La reduccién en la concentracién total de AGV
del presente estudio fue similar a cuando se
suplementd 1% de bentonita en la dieta de
bovinos lecheros (23). Ademas, otros estudios
reportan concentraciones de AGV de 70 a 130
mmol (24), superiores a las observadas en este
estudio, lo que indica una disminucién en la
produccion total de AGV a medida que aumento
el nivel de bentonita. Estd documentado que
niveles superiores a 2% de bentonita en la dieta
pueden disminuir la actividad de las bacterias
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ruminales y con ello, la tasa de fermentacion
(25). Esto puede explicar la reduccion en la
digestibilidad de MS y menor produccién total de
AGV observada con el aporte de B-3% y B-4.5%.

Los niveles de bentonita evaluados redujeron
la concentracidn de amonio de manera similar.
Otros estudios confirman la misma tendencia
al ofrecer 2 y 4% de clinoptilolita (20) o 2% de
bentonita (26) en la dieta de ovinos o novillos.
La bentonita tiene la capacidad de modular
la concentracién de amonio en el medio
(23,20), al secuestrar este metabolito y liberarlo
gradualmente, favoreciendo su estabilidad
y mejor aprovechamiento por las bacterias
ruminales (27). La capacidad de la bentonita para
retener amonio se asocia con su carga negativa
en la superficie, su porosidad, estructura y la
capacidad de adsorcién (28,29). Ademas, estas
arcillas son adsorbentes selectivos y tienen alta
afinidad por el ion amonio (30).

De esta manera, la suplementaciéon con
clinoptilolita (1 a 2%) o bentonita (2%) permite
mantener valores entre 5 a 25 mg de N-NH,/
dL, considerados normales en el medio ruminal
(15,18). Congruente con lo anterior, los niveles
de N-NH, registrados al suplementar bentonita
estuvieron dentro de este intervalo.

La alfalfa es un forraje de excelente calidad,
pero la adiciéon de B-3% y B-4.5% afectd la
degradabilidad de la MS, indicando el efecto
negativo de esta arcilla. Una respuesta similar
se observo al adicionar 2 a 6% de zeolita (77.94,
66.36, 73.50, 73.83% de DIVMS, testigo vs
2, 4 y 6% de zeolita) en un sistema in vitro
(17) o cuando se suplementd 3% de bentonita
en la dieta de bovinos (47.90 vs 31.29% de
digestibilidad, testigo vs 3% de bentonita,
respectivamente) (28). La bentonita es una
arcilla indigestible y su uso en la dieta por arriba
de 3% puede afectar la digestibilidad (31,32),
como ocurrié con B-3% y B-4.5% en este estudio.
Este resultado se explica por una mayor tasa de
pasaje de la digesta propiciada por la bentonita
al atraer y unirse a particulas de fibra e incluso
con los microorganismos del rumen, creando
una asociacidn fisica entre estos componentes,
alterando la velocidad de paso y la digestibilidad.
Ademas, la alta afinidad de la zeolita por el agua
y cationes osmodticamente activos facilita la
interaccion entre la fibra y los microorganismos,
debido a esto también se podria alterar la tasa
de flujo del liquido a través del rumen al incluir
mas de 2% de zeolita en la dieta, causando una
reduccién en la digestibilidad (33), como ocurrid
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en el presente estudio. Adicionalmente, el aporte
de estas arcillas se relaciona con la formacién
de polimeros muy estables entre el aluminio y
silice, incrementando la presencia de Al en el
medio ruminal, con un posible efecto negativo
en la actividad y supervivencia microbiana (34),
lo cual puede explicar también la disminucion
de la DIVMS.

Las proporciones de bentonita evaluadas in vitro
en la porcién del rumen, abomaso y duodeno
redujeron la concentracién de arsénico y plomo
en diferente magnitud, sin observarse efecto
guelante sobre arsénico en rumen con B-4.5%.
En este sentido, B-1.5% y B-3% propiciaron el
mejor efecto quelante de arsénico y B-1.5% el
de plomo en el medio ruminal, sugiriendo que un
nivel de 1.5% de bentonita es recomendable para
secuestrar estos metales pesados en el rumen,
sin afectar la DIVMS como ocurrié con B-3%.
Congruente con lo anterior, Dzagurov et al (34)
observaron mejor efecto quelante al incorporar
1% de bentonita en la dieta de ganado lechero.

Mejia-Zamudio et al (35) sefialaron que la
capacidad de adsorcién de la bentonita sobre
As depende de su naturaleza y su mayor
efectividad ocurre cuando esta enriquecida
con iones de magnesio o cloruro de sodio. Este
enriquecimiento permite adsorber mas del 90%
de As del medio, donde la concentracién inicial
del metal y la presencia de un medio acuoso
son las variables mas significativas. La bentonita
utilizada en este estudio no fue enriquecida,
pero el aporte de B-1.5% y B-3% en el medio
ruminal y abomasal mostraron alta eficiencia de
adsorcion. A pesar de no observarse cambios de
pH entre los tratamientos, en las porciones del
tracto digestivo estudiadas, el medio abomasal
propicié las condiciones éptimas de pH para
adsorber As, explicando la alta capacidad de
adsorcion con los tres niveles de bentonita.

Carbonel-Ramos (36) menciona que la mejor
adsorcion de Pb ocurre a pH de 2 y 4 con la
bentonita y zeolitas naturales. Congruente con lo
anterior, los niveles suplementados de bentonita
mostraron un comportamiento lineal positivo
de adsorcién en el medio abomasal, indicando
mayor quelacion a medida que se incrementd
la proporcién de la arcilla, favorecida por un
medio acido. En contraste, Hussain y Ali (37)
determinaron la mayor capacidad de adsorcién
de la bentonita sobre el plomo a pH 5, en
un medio acuoso, indicando que el potencial
quelante esta en funcién la dosis del quelante
y la temperatura. En este sentido, la capacidad
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quelante de la bentonita pudo ocurrir en otros
ambientes no tan acidos, pero con condiciones
propicias para secuestrar metales pesados como
ocurrié en la porcién del rumen y duodeno.

En la literatura no se reporta absorcion ruminal
de As y Pb (38,39), pero si ocurre a nivel
intestinal, ya que se observan lesiones graves en
esta porcién del tubo digestivo cuando el animal
consume alimentos contaminados con metales
pesados (40). Lo anterior sugiere dar mayor
importancia al efecto quelante de la bentonita
a nivel intestinal y con ello sugerir el nivel de
inclusion en la dieta, pues es aqui donde se
busca reducir la absorcion de metales pesados
para evitar que aparezcan posteriormente en
carne o leche.

El mejor efecto quelante recomendable sobre
arsénico y plomo se logra con 1.5% de bentonita
en las tres secciones de tracto digestivo
evaluadas, ya que dosis de 3 y 4.5% no son
viables por tener efecto negativo en la DIVMS
y por consiguiente en la productividad animal.
Es importante considerar que por tratarse de

Fuentes et al - Bentonita como adsorbente de arsénico y plomo

un estudio in vitro, pueden existir factores
que reduzcan la efectividad de adsorcién de
la bentonita en estudios in vivo como los
componentes de la dieta y la presencia de iones
metalicos en el medio ruminal. Por ello, mas
investigacion es necesaria para elucidar el efecto
de la bentonita sobre la microbiota y cinética
ruminal.
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