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RESUMEN

La aflatoxina B1 (AfB1) se considera la micotoxina con el mayor potencial de contaminacién
en alimentos. Entre los enfoques mas practicos para reducir la aflatoxicosis se encuentra el
agregado de materiales adsorbentes no nutritivos como las bentonitas a los alimentos para

animales.

En la region Norpatagonica, las bentonitas se encuentran disponibles con una gran distribucion,
con la ventaja adicional de que, al ser productos naturales, implican relativamente bajos costos
de obtencion. En el presente trabajo se evalud la capacidad de adsorcion de AfB1 por parte de
cuatro bentonitas comerciales de la cuenca neuquina denominadas BA, BN, BCy CATAE. Para
ello, se realizaron ensayos de adsorcién y desorcion tipo batch y se analizaron propiedades
quimicas y fisicoquimicas del material arcilloso como pardmetros que podrian afectar la
eficacia de la adsorcion. Por otra parte, con la finalidad de estudiar la forma de aplicar éstos
materiales a modo de aditivo en el alimento para animales, se realizaron pellets con las muestras

arcillosas naturales.

Las propiedades fisicoquimicas analizadas permitieron clasificar a las bentonitas BA, BN y
CATAE como sodicas, mientras que la bentonita BC se clasifica como una bentonita calcica.
El orden de adsorcion obtenido para el rango de concentraciones estudiado fue
BC<BA<BN<CATAE, lo cual indicaria un mejor desempefio de las bentonitas sodicas respecto
de la célcica. La bentonita BC posee un alto contenido de magnesio como cation de intercambio,

pudiendo ser esta caracteristica la responsable de su peor desempefio.

Se observo que existe una alta afinidad para la totalidad de las muestras a bajas concentraciones.
Partiendo de una concentracion de 100 ppb, las muestras sddicas lograron remover cantidades

de AfB1 que quedan por debajo del limite permisible.

En cuanto a la desorcién, los valores obtenidos no superan el 5%, indicando que la toxina

permaneceria adsorbida a traves de su paso por el tracto gastrointestinal.

Los pellets realizados a partir de las arcillas ensayadas presentan caracteristicas adecuadas para
su uso como material de soporte para alimentos. Tras el agregado de agua a las muestras secas,
se obtuvieron masas de consistencia blanda y maleable. Los ensayos de disgregacién muestran
que los pellets tratados a bajas temperaturas (200 y 400°C), junto con los que se dejaron secar

a temperatura ambiente, se disgregan en agua en menos de 5 segundos, aumentando asi la
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superficie de contacto entre las particulas y el medio. EI comportamiento de los pellets no

mostrd variaciones en los distintos medios ensayados (pH=2 y pH=7).

Las propiedades de las bentonitas regionales analizadas junto con los altos porcentajes de
adsorcion y bajos porcentajes de desorcion dan a conocer el gran potencial de este material

como adsorbente de aflatoxina.

Palabras clave: aflatoxina, AfB1, bentonita, adsorcion
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ABSTRACT

Aflatoxin B1 (AfB1) is considered the mycotoxin with the highest potential in food
contamination. Among the most practical approaches for reducing aflatoxicosis is the addition

of non-nutritive adsorbent materials such as bentonites to animal feeds.

In the North Patagonian region, bentonites are widely available, with the additional advantage
that, as natural products, they imply relatively low production costs. In the current project, the
adsorption capacity of AfB1 by four commercial bentonites called BA, BN, BC and CATAE
was evaluated. For this end, batch adsorption and desorption tests were carried out and chemical
and physicochemical properties of the clay material were analyzed as parameters that could
affect the efficiency of adsorption. On the other hand, in order to study how to apply these

materials as an additive in animal feed, pellets with the natural clay samples were made.

The physicochemical properties analyzed allowed BA, BN and CATAE to be classified as
sodium bentonites, while BC is classified as a calcium bentonite. For the studied range of
concentrations, the adsorption order was BC<BA<BN<CATAE, which would indicate a better
performance of sodium bentonites compared to calcium. BC bentonite has a high magnesium
content as an exchange cation, this characteristic may be responsible for its poorer performance.

There is a high affinity for all the samples at low concentrations. At 100 ppb, the sodium

samples managed to remove amounts of AfB1 that remain below the permissible limit.

Regarding desorption, the values obtained do not exceed 5%, indicating that the toxin would

remain adsorbed through its passage through the gastrointestinal tract.

The pellets made from the tested clays have suitable characteristics as a support material for
food. After adding water to the dry samples, masses with a soft and malleable consistency were
obtained. The disintegration tests show that the pellets treated at low temperatures (200 and
400°C), together with those left to dry at room temperature, disintegrate in water in less than 5
seconds, thus increasing the contact surface between the particles and the medium. The

behavior of the pellets did not show variations in the different medium tested (pH=2 and pH=7).

The properties of the analyzed regional bentonites together with the high adsorption and low

desorption percentages reveal the great potential of this material as an aflatoxin adsorbent.

Keywords: aflatoxin, AfB1, bentonite, adsorption
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1. INTRODUCCION

En los altimos afios, los cereales y alimentos balanceados contaminados por micotoxinas se
han convertido en una seria preocupacion en el mundo. La Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) informo que alrededor del 25% de los cultivos

producidos en todo el mundo estan contaminados con micotoxinas [1].

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunas especies de hongos, que
se forman durante el crecimiento, cosecha, secado o almacenamiento de frutas, semillas o
granos [2]. Hasta ahora, se han detectado aproximadamente 400 tipos de micotoxinas. Entre
ellas, las aflatoxinas, las ocratoxinas, el deoxinivalenol, la zearalenona y las fumonisinas han
recibido mucha atencion debido a su frecuente presencia en los alimentos y su efecto toxico
severo en animales y humanos [3]. Por un lado, la aparicién de micotoxinas en los alimentos
puede destruir o reducir el valor nutricional y la palatabilidad de los mismos y, por lo tanto,
hacer que los animales se nieguen a comer, crezcan méas lentamente, se enfermen facilmente e
incluso mueran [4]. Por otro lado, las micotoxinas pueden transferirse al cuerpo humano a traves
de la cadena alimentaria, por ejemplo a través de la leche, los huevos y otros productos,
provocando una grave amenaza para la salud humana [5][6][7][8]. Las micotoxinas han
obstaculizado seriamente el desarrollo saludable de las industrias ganaderas, por lo que los

métodos practicos y efectivos para su eliminacion tienen una gran demanda [9][8].

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos en varios sustratos de algunas especies
del hongo Aspergillus section Flavi [10], entre ellas, la aflatoxina B1 (AfB1) es de las méas
comunes y toxicas [11]. La toxicidad de AfB1 en pollos de engorde ha sido ampliamente
investigada debido a sus efectos cancerigenos, mutagenicos, teratogénicos e inhibidores del
crecimiento [12][13][14][15]. En 2009, la Unién Europea (UE) aprob6 el uso de agentes
desintoxicantes de micotoxinas, como aditivos, para prevenir micotoxicosis en animales de
granja. Sin embargo, se ha demostrado que los animales de granja presentan sintomas de
micotoxicosis crénica aun cuando se exponen a alimentos contaminados con toxinas que se
encuentran por debajo de los niveles de referencia [16]. Los ganaderos suelen notar efectos
adversos agudos en el rendimiento de los animales, como baja ganancia de peso, trastornos
reproductivos y metabdlicos, con las consiguientes pérdidas econdmicas. Esto se debe a que no

se han regulado todas las diferentes variedades de micotoxinas que se encuentran en los



ﬁj‘!_/{ “EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE BENTONITAS SODICAS Y CALCICAS DE LA CUENCA
g%é NEUQUINA EN LA ADSORCION DE AFLATOXINAS”

alimentos para animales. Esto genera que a menudo los productores tienen que establecer

limites internos mas estrictos que los regulados, para evitar pérdidas.

Diferentes estrategias, incluidas medidas preventivas pre y pos-cosecha, se han desarrollado
para neutralizar las micotoxinas en la alimentacion animal. Las buenas practicas agricolas y las
buenas practicas de almacenamiento se consideran la mejor manera de controlar la
contaminacion por micotoxinas; sin embargo, incluso el ejercicio de buenas préacticas podria no
evitar o eliminar por completo las micotoxinas en la cadena alimentaria [17]. Dentro de los
posibles métodos de remocidn, el uso de métodos fisicos y quimicos para la desintoxicacion de
productos agricolas contaminados con micotoxinas, esta restringido debido a los problemas
asociados con la seguridad, las posibles pérdidas en la calidad nutricional, junto con la eficacia
limitada y las implicaciones econdmicas [18];[19]. Una de las estrategias mas comunes
utilizadas en la industria de alimentos es la inclusion en la dieta de materiales adsorbentes para
eliminar las toxinas durante el paso a través del tracto gastrointestinal. En la actualidad, varios
tipos de adsorbentes, por ejemplo, componentes de la pared celular de la levadura [20],
polimeros sintéticos (colestiramina, polivinilpirrolidona) [21][22], sustancias humicas [23],
fibras dietéticas [24][25], minerales arcillosos [26][27][28] y carbon activado [29][23] han sido
ampliamente estudiados frente a diferentes tipos de micotoxinas. Entre ellos, los minerales
arcillosos han atraido mayor atencién debido a su excelente rendimiento de adsorcion, alta
estabilidad quimica y ventajas de biocompatibilidad. Ademas, los minerales arcillosos son

naturalmente abundantes, no tdxicos, de bajo costo y amigables con el medio ambiente.

Tanto las bentonitas sédicas como célcicas se utilizan como aglutinantes en la fabricacién de
piensos (alimento para animales) [30]. La bentonita finamente pulverizada es muy pléstica y se
une al alimento funcionando como soporte de suplementos medicinales necesarios, tales como
antibidticos, vitaminas y minerales, en forma de pellets, que son faciles de empaquetar y
manipular. Este material actia ademas como adsorbente de bacterias y enzimas que, al ser
removidas del animal, promueven el crecimiento y mejoran la salud. Varios estudios
demuestran que incorporar bentonita a la alimentacion mejora la eficiencia, ya que aumenta el
incremento de peso en el ganado, aumenta la produccion de huevos en gallinas y aumenta la

produccion de leche en vacas lecheras [31].

Las bentonitas son arcillas constituidas principalmente por minerales arcillosos del grupo de las
esmectitas. Se han revisado diferentes mecanismos posibles por los cuales las esmectitas

pueden adsorber moléculas de AfB1 [32]. Estos mecanismos tienen en cuenta principalmente

2
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enlaces quimicos entre sitios activos en AfB1 y las esmectitas. Con base en los resultados in
vitro, que mostraron la alta eficiencia de las bentonitas en el secuestro de AfB1, los
nutricionistas de animales han tendido a incorporar arcillas a la dieta del ganado contaminada
con AfB1 para examinar los efectos de tales aditivos [29]. Los estudios demuestran que la
bentonita adsorbe con éxito AfB1 en el tracto gastrointestinal [33], reduce las lesiones hepaticas
y la mortalidad [34], reduce AfM1 en la leche [35] y mejora el rendimiento [36]. Se sabe
ademas, que la bentonita natural adsorbe AfB1 notablemente tanto en condiciones in vitro como
in vivo [37][38].

En la regién Norpatagonica, las bentonitas han sido uno de los recursos minerales explotados
con continuidad desde hace mas de cuatro décadas, por lo que son materiales que poseen una
amplia disponibilidad en esta zona. El estudio de nuevas aplicaciones de los mismos aporta
valor agregado a productos regionales con la ventaja comparativa de que, al ser productos
naturales, implican relativamente bajos costos de obtencion. En un estudio precedente [39], se
analizaron las propiedades de cuatro bentonitas comerciales de la Cuenca Neuquina con
diferente composicion quimica para ser usadas como agentes detoxificantes en la elaboracion
de piensos. Se realizaron ensayos de adsorcion de AfB1 (0,2; 0,5 y 1,0ug/L) que arrojaron un
porcentaje de adsorcion superior al 95% en todas las concentraciones analizadas. Los altos
porcentajes de adsorcién imposibilitaron la realizacion de las isotermas de adsorcion y la
comparacion de la eficacia de las diferentes bentonitas de acuerdo a sus propiedades quimicas

y fisicoquimicas.

En el presente trabajo, en base a las proyecciones planteadas por Centellegher [39], se realizaron
ensayos de adsorcidon con mayor concentracion de aflatoxina con la finalidad de estudiar el
sistema a partir de la confeccion de isotermas, relacionando las propiedades fisicas y quimicas
de las bentonitas con su capacidad de adsorcion. Asi mismo, se complemento el estudio con
ensayos de desorcion simulando las condiciones de pH del tracto gastrointestinal, que
permitieron evaluar la posibilidad de que la toxina permanezca adsorbida.

Para reconocer la factibilidad en la aplicacion de éste tipo de materiales, se realizaron pellets
con la totalidad de las arcillas ensayadas como adsorbentes con el fin de aportar una mejor
maniobrabilidad de los minerales. Los mismos fueron sometidos a diferentes temperaturas para
lograr una mejor consistencia por su consolidacion térmica, evitando que las muestras se

desgranen, por ejemplo durante el transporte. Por medio del contacto en dilucion acuosa acida
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fue posible conocer su capacidad de disgregarse en una ambiente similar al que se expondria el

material una vez ingerido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Evaluar la aptitud de bentonitas sodicas y célcicas de la Cuenca Neuquina, para ser usadas

como agentes detoxificantes en la elaboracién de alimentos balanceados para animales.

2.2 Objetivos especificos:

Evaluar la capacidad de adsorcion de micotoxinas (AfB1) por parte de cuatro bentonitas
naturales comercializadas en la Cuenca Neuquina.

Comparar el rendimiento de bentonitas sddicas y calcicas en la adsorcion de AfB1.
Evaluar la capacidad de desorcion de micotoxina (AfB1) a pH 2 con el fin de simular
las condiciones del tracto gastrointestinal

Analizar las propiedades fisicas de la arcilla pelletizada, tratada a diferentes

temperaturas.
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3. ANTECEDENTES

Minerales arcillosos

Terminologia

Si bien aun no existe una nomenclatura uniforme referente a los términos “arcilla” y “mineral
arcilloso” [40], los comités de nomenclatura de la AIPEA (Association Internationale pour
I’Etude des Argiles) y la CMS (Clay Minerals Society) han avanzado es este aspecto en los
ultimos afios, realizando una distincion entre ambos términos [41]. Segln estos organismos, el
término “arcilla” se refiere a un material que ocurre naturalmente, constituido principalmente
por minerales de grano fino, generalmente plasticos a contenidos de agua apropiados y que se
endurecen cuando se secan o calcina. Bajo esta definicion las arcillas sintéticas o los materiales
con propiedades similares no se consideran arcillas, a pesar de poder ser de grano fino y

presentar la plasticidad y endurecimiento luego del secado.

Por su parte, el término “mineral arcilloso” corresponde a los minerales del grupo de los
filosilicatos que imparten plasticidad a la arcilla y que se endurecen cuando se secan o calcinan.
Este término no incluye en su definicion ni el origen de los minerales, ni el tamafio de los
mismos, por lo cual se puede referir a un mineral arcilloso de origen sintético. Ademas, los
comités de nomenclatura han propuesto que los minerales que no pertenezcan al grupo de los
filosilicatos se clasificaran como mineral arcilloso si le imparten plasticidad a la arcilla y se

endurecen cuando secan o calcinan. [42].

De acuerdo a la disciplina de que se trate, y desde el punto de vista textual, el término “arcilla”
es utilizado para denominar a los sedimentos que poseen un tamafio de particula que varia entre
< 4 um (geologia, sedimentologia y geoingenieria), < 2 um (pedologia) y < 1 um (ciencias
coloidales).

En las aplicaciones industriales se distinguen cuatro tipos de arcillas [43]:

i.  Bentonitas (con montmorillonita como principal constituyente)
ii.  Caolines (con caolinita como principal constituyente)
iii.  Sepiolita y palygorskita
iv.  “Arcillas comunes” (que contienen minerales arcillosos interestratificados del tipo

illita/esmectita y son utilizados comunmente para ceramica)
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Estructura de los minerales arcillosos

Los minerales arcillosos son filosilicatos que se caracterizan por presentar una estructura
cristalina en I&minas o capas. Dicha estructura consiste en una disposicion bidimensional de
hojas tetraédricas (T) y octaédricas (O) que se alternan en proporciones 1:1 o 2:1. La
composicion de la hoja tetraédrica es igual a TO4 (T cation tetraédrico, normalmente Si**, AI**
o Fe*). En la misma, cada tetraedro individual esta enlazado con el vecino compartiendo tres
oxigenos llamados oxigenos basales (Op) (Figura 1). De esta forma se genera un patron de malla
hexagonal bidimensional infinito a lo largo de las direcciones cristalogréficas a, b. (Figura 1).
El cuarto oxigeno, llamado oxigeno apical (Oa), apunta en direccion normal a la hoja y al mismo

tiempo forma parte de una hoja octaédrica inmediatamente adyacente.

(@) (b)

Figura 1 (a) Tetraedro [TOs]; (b) hoja tetraédrica. Oa y O Se refieren a los &tomos de oxigeno
apical y basal respectivamente. a y b se refieren a parametros de la celda unidad.

La hoja octaédrica esta formada por una sucesion bidimensional de octaedros constituidos por
un catién central coordinado a seis oxigenos u oxhidrilos en los vértices (Figura 2 (a)). En la
hoja octaédrica, las conexiones entre cada octaedro con los octaedros vecinos se realizan
compartiendo aristas formando de este modo hojas de simetria hexagonal o pseudohexagonal
(Figura 2 (b)). Los octaedros muestran dos topologias diferentes relacionadas con la posicion
del grupo (OH), orientacion cis y trans (Figura 2 (a)). Los cationes octaédricos mas comunes
son Mg?*, AI¥*, Fe?*, y Fe**, aunque otros cationes de mediano tamario tales como Li*, Ti**,
V3 Cré¥*, Mn?*, Co?*, Ni%*, Cu?*, y Zn?*, también pueden estar presentes en algunas especies
[44].
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Figura 2: (a) Ooct (OH, F, CI) con orientacion en octaedro cis y trans; (b) ubicacion de los
sitios cis y trans en la hoja octaédrica. Oa y Op se refieren a los atomos de oxigeno apical y
basal respectivamente. a 'y b se refieren a pardmetros de la celda unidad.

El plano comin de union entre la hoja tetraédrica y octaédrica consiste de oxigenos apicales
compartidos y grupos OH que radican en el centro de cada anillo hexagonal tetraédrico en el
mismo nivel que los oxigenos apicales. Las hojas tetraédricas y octaédricas se mantienen unidas
compartiendo iones oxigeno, de manera tal que la unién quimica es muy fuerte. El espacio que

separa a dos capas apiladas se llama espacio interlaminar.

La unién de una hoja tetraédrica con una hoja octaédrica forma una capa del tipo 1:1 o TO
(Figura 3). En tales capas, el plano superior de aniones no compartidos en la hoja octaédrica
consiste en su totalidad de grupos (OH) (Ooct). En esta estructura, la celda unitaria esta
constituida por seis sitios octaédricos y cuatro sitios tetraédricos. Una capa 2:1 o TOT, esta
formada por la unién de dos hojas tetraédricas con una hoja octaédrica (Figura 3). En este caso,
ambos planos anidénicos octaédricos poseen la misma composicion de O y OH (Oa Y Oqct). La
celda unitaria de esta estructura presenta seis sitios octaédricos y ocho sitios tetraédricos. Las
estructuras con todos los sitios octaédricos ocupados se denominan trioctaédricas. Si sélo cuatro

de los seis sitios octaédricos estan ocupados, la estructura se denomina dioctaédrica.
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Capa 1:1

Figura 3: Modelos de las capas estructurales 1:1y 2:1. Oa, Op Yy Oqct Se refieren al tetraedro
basal, tetraedro apical y a la posicién anionica octaédrica, respectivamente. M y T indican los
cationes octaédricos y tetraédricos, respectivamente.

Los filosilicatos pueden ser clasificados sobre la base del tipo de capa (1:1 0 2:1), la carga de
la capa, y el tipo de intercapa en 8 subgrupos principales [44]. Las siguientes divisiones en
subgrupos y especies se realizan sobre la base del tipo de hoja octaédrica, la composicion

quimica, y la geometria de la superposicion de las capas individuales e intercapas (Tabla 1).
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Tabla 1: Clasificacion de filosilicatos.

Grupo
Tipo de capa (z=carga por Subgrupo Especies
férmula unitaria)
Crisotilo, antigorita,
Serpentinas (Tr) lizardita, bertierina,
» Serpentina-caolin odinita
' z=0
(z=0) Caolines (Di) Caolinita, dickita,
nacrita, halloysita
Talco-pirofilita | Talco (Tt)
(z=0) Pirofilitas (Di)
Esmectita trioctaédrica Saponfta. stevencita,
Esmectita hectorita
7z=0.2 - 0.6 illoni
( ) Esmectita dioctaédrica Mu?ntn_mullomta. .
beidellita, nontronita
Vermiculitas
Vermiculita trioctaédricas
(z=0.2 - 0.6) Vermiculitas
dioctaedricas
] Illitas trioctaédricas
Ilita
(z=0.2 - 0.6) N . Illita, Fe-illita,
Illitas dioctaedr . -
211 ftas dioctasaticas glauconita, NH4-illita
Micas trioctaédricas BlOflfa: flogopita.
) wonesita
Mica
(z=1) agon
Micas dioctaédricas MDSC?‘ 1, pmagt?mta.
phengita, celadonita
Mica fragil Micas fragiles Margarita
(x=2.0) dioctaédricas =
Clinocloro, ch ita,
Tri, Tri cloritas . m.oc Ore. chamosita
mmita
Clorit
0.“ a Di, Di cloritas Donbasita
(z variable)
Di, Tri cloritas Cookeita, sudoita
2:1 Sepiolitas- . .
. >epiot Sepiolita, loughlinita.
cintas paligorskita (z lveorskit =
invertidas variable) palygorskita

10
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El término “esmectita” fue aprobado en 1980 por la AIPEA [45], para denominar al grupo de

filosilicatos 2:1 expansibles que poseen una carga entre 0,2 y 0,6 por media celda elemental.

Las esmectitas llevan una carga negativa permanente, que se equilibra mediante contraiones
catidnicos que ocupan el espacio entre capas. Los contraiones pueden intercambiarse por otros
cationes organicos/inorgénicos, lo que hace que estos minerales arcillosos sean adsorbentes

eficientes de contaminantes cationicos [46];[47];[48].
Las especies de esmectitas se pueden diferenciar de acuerdo con los siguientes criterios:

i.  Naturaleza dioctaédrica o trioctaédrica de la lamina octaédrica
ii.  Cation octaedrico predominante

iii.  Densidad y ubicacion de la capa de carga

Existen tres tipos de esmectitas dioctaédricas: montmorillonitas, beidellitas y nontronitas que
varian de acuerdo a la composicion de las capas tetraédricas y octaédricas y por lo tanto de la
magnitud de la carga negativa. Los miembros finales mas importantes de las esmectitas

dioctaédricas tienen las siguientes composiciones generales:

Montmorillonita (M;f x nH,0)(Al3_,MgZ*)Sis*0,0(0H),
Beidellita (M; x nH,0)(AB)(Sift, Al3*)0,0(0H),
Nontronita (M;} x nH,0)(Fe;3)(Sizt, Al3t)0,,(0OH),
Donde x e y indican la carga de la capa resultante de la sustitucion en los sitios tetraédricos y

octaédricos respectivamente; M* se refiere al cation monovalente genérico de la intercapa.

La montmorillonita (Mt) se encuentra dentro del grupo de las esmectitas dioctaedricas. La Mt
es un tipico mineral arcilloso de tipo 2:1 (Figura 4). Las cargas negativas surgen principalmente
de la sustitucion isomorfica de AI** por Mg?* en la hoja O, esto genera la buena capacidad de
intercambio catiénico (CIC) y capacidad de expansion de capas caracteristica de las Mt [42].

11
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1972

Figura 4: Estructura de un mineral arcilloso tipo 2:1, Mt.

En cuanto a su uso como adsorbente, la Mt tiene las siguientes ventajas:

1) Es econdmica, ambientalmente benigna y rica en reservas [49];[50].

2) Se puede usar directamente como adsorbente de alta eficiencia para varios
contaminantes cationicos [43];[51];[52], y también se puede modificar facilmente (p.
ej., intercalandolo con modificadores catidnicos, tratamiento térmico, lavado con acido)
para sintetizar varios adsorbentes [53];[54].

3) Los adsorbentes basados en Mt pueden usarse para una amplia variedad de
contaminantes, y los mecanismos de adsorcion relacionados en general son transferibles
a otro tipo de minerales arcillosos [55];[54].

4) A menudo tienen una mejor capacidad de adsorcion que las caolinitas y que las arcillas
modificadas organicamente. [56];[57];[54].

Bentonitas

Desde su descubrimiento, la definicion de “bentonita” ha sido materia de controversia debido
a que inicialmente este término se referia exclusivamente a arcillas que eran producto de la
alteracion de cenizas volcanicas [58];[59]. Posteriormente, esta terminologia se hizo extensiva
a cualquier arcilla constituida principalmente por minerales arcillosos del grupo de la esmectita,
cuyas propiedades fisicas estan gobernadas por este mineral, con independencia de su genesis
y modo de aparicion [60];[61]. Las bentonitas se encuentran constituidas principalmente por
montmorillonita, pero puede contener ademas un porcentaje bajo de minerales acompafiantes

como cuarzo, feldespato, yeso y zeolitas.

12
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El principal uso industrial de la bentonita esta asociado a su capacidad de hinchamiento en agua,
propiedad gque esta controlada en gran parte por los tipos de iones de intercambio presentes. Las
bentonitas sddicas se expanden o se hinchan en suspensiones acuosas mucho mas que las
calcicas. A contenidos relativamente bajos de humedad, la forma hidratada estable de una
montmorillonita sddica tiene una capa molecular de agua adsorbida entre capas adyacentes. A
este mismo contenido de humedad, la montmorillonita calcica es estable con dos capas
moleculares de agua. A altos contenidos de humedad, o incluso en suspension, una comparacion
de estas dos especies muestra que la variedad de calcio tiene menos capas de agua, con enlaces
mas fuertes, mientras que la variedad de sodio tiene mayor cantidad de capas de agua, pero

unidas con menor fuerza.

Cuando la bentonita se disgrega en agua y tiene lugar el hinchamiento, el tamafio promedio de
la particula de arcilla disminuye. Como consecuencia de la disminucion del tamafio, existe un
mayor numero de particulas por unidad de peso de la arcilla, aumentando la superficie

especifica disponible para la adsorcion [62].

Tabla 2: Propiedades fisicas de las bentonitas

Propiedad Tipo de Bentonita

Ca Ca Na Na
Contenido de esmectita (%) 68% 92% 68% 92%
Limite de plasticidad (%) 38 48 49 53
Adsorcién de agua Enslin 24 h (%) 220 295 890 920
Hinchamiento (%) 43,24 67,68 121,59 222,11

En la Tabla 2 se observan valores para tres propiedades de bentonitas sodicas y célcicas con
diferentes contenidos de esmectita (68 y 92%). El limite de plasticidad se refiere al contenido
de agua minimo necesario para que una bentonita adquiera plasticidad y pueda ser moldeada en
forma de hilos delgados sin romperse. Si una bentonita tiene un limite de plasticidad alto,
significa que requiere mas agua para adquirir plasticidad. Por otro lado, un limite de plasticidad
bajo indica que la bentonita puede adquirir plasticidad con menos contenido de agua.
Analizando los valores, vemos que la bentonita sddica tiene un limite de plasticidad levemente

superior, lo que implicaria una mayor cantidad de agua, por ejemplo en la formacién de pellets.

13
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En cuanto a la adsorcion de agua y el indice de hinchamiento, las bentonitas sddicas presentan
valores muy superiores a las célcicas. Esta diferencia se debe a la fuerza de atraccién entre las
capas, que aumenta con la presencia de calcio, reduciendo la cantidad de agua que puede ser
adsorbida. Los cationes de sodio, por otro lado, causan una menor fuerza de atraccion,
permitiendo que una mayor cantidad de agua pueda penetrar entre las capas, y por lo tanto ser
adsorbida [63].

Aflatoxina B1

Caracteristicas quimicas

Las aflatoxinas son inodoras, insipidas e incoloras. Quimicamente, son estables en los alimentos
y resistentes a la degradacion bajo procedimientos de coccion normales. Es dificil eliminarlas
una vez que se producen. Las aflatoxinas son un grupo de hepatocarcindgenos pertenecientes a
la familia de las difurano-cumarinas, se clasifican en dos grandes grupos de acuerdo a su
estructura quimica; la serie 1 difuro-cumaro-ciclo-pentanonas (AfB1, AfB2, AfM1, AfM2) y
la serie 2 difuro-cumaro-lactonas (AfG1, AfG2) (Tabla 3) [64].

Tabla 3: Caracteristicas quimicas de las aflatoxinas

Tipo de Formula Peso molecular  Punto de fusion
Aflatoxina estructural (g/mol) °C
Serie 1 difuro-cumaro-ciclo-pentanonas
Bl C17 H12 Os 312 268-269
B2 C17 H14 O¢ 314 286-289
M1 Ci17H12 Oy 328 299
M2 C17Hu Oy 330 293
Serie 2 difuro-cumaro-ciclo-lactonas
Gl C17 H12 Os 328 244-246
G2 C17Hu Oy 330 237-240

Las dos principales especies de Aspergillus que producen aflatoxinas son A. flavus que origina
unicamente aflatoxinas B1 y B2 y A. parasiticus que puede producir aflatoxinas B y G. Sin
embargo, las mas importantes son B1, B2, G1, G2, distinguidas por su color fluorescente bajo

la luz ultravioleta (B: “blue”, azul y G: “green”, verde) (Figura 5).

14
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Figura 5: Estructura quimica de Aflatoxina a) B1; b) B2; c) G1; d) G2.

Riesgo de exposicién

La ingesta dietética es la principal fuente no ocupacional de exposicion humana a las
aflatoxinas. Las ingestas en el rango de nanogramos a microgramos por dia ocurren
principalmente a través del consumo de maiz y mani, que son alimentos basicos en algunos

paises, principalmente tropicales [65].

En términos generales, se consideran como no aptos para el consumo los alimentos cuyo

contenido en aflatoxinas exceda los 20 pg/kg de aflatoxinas [66].

Segun las monografias méas recientes de la agencia internacional de estudios sobre el cancer

(IARC), en relacion a las aflatoxinas se asegura que:

e Hay suficiente evidencia en humanos de la carcinogenicidad de las aflatoxinas. Las
aflatoxinas causan cancer de higado (carcinoma hepatocelular).

e Hay pruebas suficientes en animales de experimentacion de la carcinogenicidad de las
mezclas naturales de aflatoxinas y de las aflatoxinas B1, G1 y M1.

e Existe evidencia limitada en animales de experimentacion sobre la carcinogenicidad de

la aflatoxina B2.
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¢ No hay evidencia adecuada en animales de experimentacién sobre la carcinogenicidad

de la aflatoxina G2.

Exposicion ocupacional

La exposicion ocupacional a las aflatoxinas puede ocurrir durante el procesamiento y manejo
de granos contaminados, particularmente alimentos para animales. Las concentraciones en el
aire en el lugar de trabajo se encuentran tipicamente en el rango de ng/m?3, pero se han reportado

concentraciones mas altas (hasta pg/m3).

Limites permisibles

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion Argentina establece en el capitulo
I1, articulo 156 bis:

Se consideraran como no aptos para el consumo los siguientes alimentos cuyo contenido en

aflatoxinas exceda los limites indicados a continuacion:

- Mani y alimentos a base de mani, 20 pg/kg de aflatoxinas B1 + B2 + G1 + G2 0 5
pa/kg de aflatoxina B1. (AOAC. 14° Ed. DF 26.032 y CB 26.026)

- Maiz y alimentos a base de maiz, 20 pg/kg de aflatoxinas B1 + B2 + G1 + G20 5
pa/kg de aflatoxina B1. (AOAC. 142 Ed BF 26.032 y CB 26.026)

- Alimentos para lactantes; aflatoxinas no detectables.

En un estudio realizado durante el afio 2020 se cuantificaron las aflatoxinas en alimentos no
procesados vendidos en los mercados de alimentos de 13 distritos de la ciudad de Lima, Per(
[67]. Se analizaron 20 tipos de alimentos que se consumen en forma masiva por la poblacion y
que son susceptibles de contaminarse con micotoxinas. Se encontr6 que 6 alimentos, superan
los 20 pg/kg permitidas. Estos alimentos pueden consumirse tanto crudos como cocidos. En los
alimentos contaminados por AfB1 puede realizarse una coccion correcta del alimento y aun asi
persistir la presencia de aflatoxinas, ya que estas moléculas son termoestables, pudiendo
generar un dafio acumulativo en el organismo. Se identificé que 4 de los alimentos que exceden
los limites permisibles son de la familia comunmente denominada “ajies” o “chiles”, alimentos
gue se consumen ampliamente en Ameérica Latina. El valor mas alto fue el obtenido para la

arachis hypogaea, planta de la cual se extrae el mani, con un valor de 149,3 ppb.
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Meétodos de remocion de Aflatoxina

Dado las graves enfermedades que causan las micotoxinas, la UE aprobo el uso de agentes
desintoxicantes de micotoxinas, al incluir un nuevo grupo de aditivos alimentarios definidos
como “sustancias que pueden suprimir o reducir la absorcion, promover la excrecion de
micotoxinas o modificar su modo de accion” [18]. Al mismo tiempo, la Autoridad Europea de
Seguridad en Alimentos (AESA) informo sobre una revision de los agentes desintoxicantes de
micotoxinas utilizados como aditivos para alimentos [68], que cubria aspectos como el modo
de accion, la eficacia y la seguridad. Desde entonces, se han publicado numerosos estudios

evaluando las distintas caracteristicas de los agentes desintoxicantes.

Se han utilizado muchos enfoques, de métodos fisicos, quimicos y bioldgicos, para eliminar,
destruir o reducir las micotoxinas [69];[70]. Diversos estudios recientes han abordado la
deteccidn temprana, la prevencion y el control de las aflatoxinas en la cadena de alimentos y
piensos en todo el mundo [71];[2];[72];[73];[74];[75];[76]. Estas publicaciones describen
estrategias previas y posteriores a la cosecha como el manejo de campo, el uso de agentes
bioldgicos y quimicos, mejores condiciones de secado y almacenamiento, irradiacion, control
de la humedad, biocompetitividad y biotecnologia, asi como métodos de deteccion, tales como

polimeros impresos moleculares, dispositivos de flujo lateral y tecnologia de base molecular.

En general, los enfoques fisicos incluyen la inactivacién por calor, la irradiacion (luz
ultravioleta o radiacion gamma) y la extraccion con solventes. [77];[78];[79]. Los métodos
qguimicos generalmente se basan en una gran cantidad de agentes quimicos, incluidos acidos,
bases y agentes oxidantes, que al reaccionar con las micotoxinas las convierten en compuestos
no téxicos o aptos para el consumo [80];[81];[70]. Los métodos bioldgicos suelen basarse en
diferentes microorganismos, como levaduras, actinomicetos y algas, que se encargan de
degradar las micotoxinas [82];[83];[84];[85]. En general, todos estos enfoques son efectivos
para las micotoxinas hasta cierto punto, pero aun tienen limitaciones considerables en las
aplicaciones practicas. Por ejemplo, el método fisico es caro y las temperaturas extremas
pueden producir cambios indeseables en los alimentos. EI método quimico puede alterar o
destruir significativamente el valor nutricional y la palatabilidad de los alimentos, o dejar
residuos toxicos cancerigenos y mutagénicos en los productos finales, que son dafiinos para los
animales [81]. En cuanto a los métodos biologicos, algunas limitaciones, como el largo tiempo
de degradacién, la degradacion incompleta y la pigmentacién del cultivo, pueden restringir su

aplicacion en las industrias de alimentos balanceados.
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Los agentes adsorbentes de micotoxinas (AA) son compuestos de gran peso molecular que se
unen a las micotoxinas presentes en el alimento contaminado sin disociarse en el tracto
gastrointestinal del animal, lo que limita su biodisponibilidad después de la ingestion y
disminuye la exposicion de los animales a las micotoxinas. Las micotoxinas pueden unirse a
los AA mediante diferentes tipos de interacciones, como unién hidrofobica, enlaces de
hidrogeno, atraccidn o repulsion electrostatica y enlaces de coordinacion [17]. De esta forma,
el complejo micotoxina-AA continda su paso por el tracto gastrointestinal, hasta eliminarse por
las heces. Este complejo tiene que ser estable a lo largo de todo el tracto digestivo, por lo cual
el estudio de su estabilidad en pH variable es de gran importancia. La estabilidad del complejo
micotoxina-AA esta influenciado por las propiedades fisicas del AA (carga total y distribucion
de carga, el tamafio de los poros y el &rea de superficie accesible) y por la toxina especifica a la
que se une. A su vez, las propiedades fisicoquimicas son parametros cruciales a evaluar para
evitar la desorcion de la toxina [4];[16];[17]. Los AA también se conocen como aglutinantes de
micotoxinas, agentes aglutinantes de micotoxinas, agentes secuestrantes o adsorbentes. Estos
agentes se pueden dividir en tres subgrupos: compuestos inorganicos, organicos o sintéticos
[21];[16]. Dentro del subgrupo de compuestos inorganicos se encuentran las bentonitas.

Las bentonitas han demostrado una gran eficacia en la adsorcién, en particular de las aflatoxinas
[14];[16];[17];[18];[19], pero también de otras micotoxinas (ZEN, OTA y FBs), en numerosos
estudios in vitro e in vivo [31];[16];[17];[18].

La AESA también ha evaluado la seguridad y eficacia de la bentonita como aditivo para
alimento balanceado. Se ha observado que las bentonitas no son genotdxicas y no se absorben,
por lo que no suponen un riesgo toxicoldgico directo para el animal [16].

La adicion de arcillas en la alimentacion se requiere en pequefias cantidades, generalmente las

concentraciones de bentonita en la alimentacion animal van del 0,5 al 5% [16];[17].

Dado que los mecanismos de adsorcion son muy amplios y se desconoce el correspondiente a
la adsorcion de AfB1, es de vital importancia continuar con estudios que permitan dilucidar
cuéles caracteristicas de las bentonitas resultaran en una mayor adsorcion de AfB1. A su vez,
el proceso de adsorcion debe ser selectivo para evitar la adsorcion de componentes

nutricionales, como las vitaminas [18].

Comparando los métodos de remocion mencionados con anterioridad, se destaca el método de

adsorcion, ya que puede reducir eficazmente el impacto téxico de las micotoxinas, evitando a
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su vez los residuos toxicos. De esta forma, la adsorcion es la forma mas utilizada para proteger
a los animales contra las micotoxinas. No obstante, varias micotoxinas pueden presentarse
simultaneamente en los alimentos para animales [86];[87];[88], y los efectos toxicos de
cualquier micotoxina pueden amplificarse debido a la interaccion sinérgica con otros
micotoxinas. Por lo tanto, elegir y desarrollar adsorbentes eficientes se vuelve una tarea bastante
dificil.

Ensayos de adsorcién

Las isotermas de adsorcion desempefian un papel esencial en la caracterizacion detallada de las
interacciones entre adsorbato y adsorbente. A través del andlisis de estas isotermas, se obtienen
pardmetros que permiten cuantificar las propiedades de superficie y la afinidad de los
adsorbentes hacia diferentes adsorbatos.

La forma especifica de las isotermas esta ligada a la naturaleza de la relacion entre el adsorbato
y el adsorbente. Los diferentes modelos, como el de Langmuir o el de Freundlich, se utilizan
para interpretar y ajustar los datos experimentales. Cada modelo representa diferentes aspectos
del proceso de adsorcion y puede revelar informacion, por ejemplo, sobre la superficie del

adsorbente y la distribucion de sitios de adsorcion.

El ajuste del modelo que mejor se adapte a los resultados experimentales permite una
descripcion mas precisa del sistema en estudio. Ademas, este enfoque facilita la prediccion del
comportamiento de adsorcién en condiciones especificas, 1o que es fundamental para disefiar
sistemas eficientes de remocion de contaminantes o para seleccionar adecuadamente los

materiales adsorbentes en diversas aplicaciones.

Isotermas de Giles

Posiblemente, el enfoque méas favorable de los aspectos tedricos de todos los sistemas de
adsorcion es el propuesto por Giles en el afio 1974. El estudio de la isoterma consiste en
representar la cantidad adsorbida frente a la concentracién, a temperatura constante y, por lo
general, en condiciones de equilibrio para sistemas solido/liquido [89]. Un anélisis preliminar
necesario es la clasificacion de las isotermas por su forma, ya que éstas estan determinadas en
gran medida por el mecanismo de adsorcién y, por lo tanto, pueden usarse para diagnosticar la
naturaleza de la adsorcion. Se ha descrito un sistema de clasificacion de isotermas que las divide

a todas por su pendiente inicial, en cuatro clases principales [90].
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e Curvas tipo S: indican una orientacion en las moléculas adsorbidas sobre la superficie.

e Curvastipo L: también conocida como isoterma de Langmuir, normalmente indican que
las moléculas o iones adsorbidos en la superficie con una fuerza de atraccion
intermolecular particular.

e Curvas Tipo H: comienzan en un valor positivo sobre el eje x (concentracion de solido),
también conocidas como de alta afinidad, se trata de solutos adsorbidos con iones de
alta afinidad, intercambiando iones de baja afinidad.

e Curvas Tipo C: son también conocidas como de particion lineal. Los solutos penetran

dentro del s6lido mas facilmente que el solvente.

Esta clasificacion tiene ademas varios subgrupos, 1, 2, 3, 4 o max, por las variaciones
posteriores en la forma de la isoterma. En la Figura 6 se observa una tabla con la

clasificacion completa.

CLASS

"/

e

EQUILIBRIUM CONCENTRATION OF SOLUTE IN SUBSTRATE.
SUB GROUP

DERN IR

MAX Y

EQUILIBRIUM CONCENTRATION OF SOLUTE IN BATH.

Figura 6: Sistema de clasificacion de isotermas sélido/liquido [89].

En el trabajo de Giles se utilizan suposiciones razonables para simplificar el tratamiento, ya que

no se pretende que sea exhaustivo, sino que pueda expresarse en una forma coherente con la
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evidencia experimental disponible, sirviendo como base para experimentos y exdmenes tedricos
posteriores. [89]. Las ecuaciones de la isoterma se utilizan para estudiar la naturaleza de la
adsorcion. Estas isotermas se caracterizan por pardmetros que expresan las propiedades de la
superficie y la afinidad del absorbente frente a diferentes adsorbatos. El modelo que mejor
ajuste los datos experimentales puede utilizarse para describir el sistema y predecir el

comportamiento de la adsorcion.

En el modelo de isotermas de Langmuir se asume que la energia de adsorcién de cada molécula
es lamismay a su vez es independiente de la superficie que cubre, por ende todas las posiciones
son equivalentes y la capacidad de una molécula para unirse a la superficie es independiente de
si hay o no posiciones proximas ocupadas. Ademas, no hay una interaccion entre las moléculas

retenidas. Es un modelo termodindmico que se basa en las siguientes suposiciones:

i. La adsorcion méxima corresponde a una monocapa saturada de moléculas de soluto
sobre la superficie del adsorbente.
ii.  Laenergia de activacion es constante.

iii.  No existe migracion de adsorbato sobre la superficie del adsorbente.
En la Ecuacion 1, se representa la formula que describe el modelo de Langmuir.

b.Ce
1+ b.Ce

Ecuacion 1 Qe =Xm
Donde:
Qe = es la capacidad de adsorcion en equilibrio
Xm = constante de Langmuir relacionada con la capacidad maxima de adsorcion
b = constante de Langmuir relacionada con la energia de adsorcién de enlace

Ce = es la concentracion de soluto de equilibrio en solucién

Los valores de Xm y b son obtenidos por medio de la isoterma experimental. A su vez b es una

constante de equilibrio que varia con la temperatura de acuerdo a la Ecuacién 2 de Van't Hoff.

—AH
Ecuacion 2 b =ky.exp (W)
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ko = Constante relacionada con la Entropia S
AH = Entalpia del sistema de adsorcion

R = Constante universal de los gases

T = Temperatura

A partir del anélisis de la forma de la isoterma y de los parametros de adsorcion es posible
comparar el comportamiento de los distintos adsorbentes.

Caracteristicas fisicas y usos de la arcilla pelletizada

La bentonita es empleada por la industria para multiples actividades. Ciertas aplicaciones
industriales se vuelven evidentes a partir de la comprension de la composicion y estructura de
la bentonita y las propiedades que la caracterizan. Cuando se mezcla una cantidad relativamente
pequefia de agua con una gran cantidad de bentonita, la mezcla genera una masa pegajosa que
tiene propiedades adhesivas. Las propiedades plasticas de un sistema arcilla-agua aumentan a
medida que aumenta la proporcion de agua. Cuando cada capa de montmorillonita ha absorbido
su cantidad maxima, el agua adicional en el sistema acta como lubricante para las particulas
hidratadas. A nivel industrial, el mayor tonelaje de bentonita se utiliza anualmente con fines de
union, plastificacion o suspension. En estas aplicaciones, la bentonita suele estar en contacto
con el agua, es por esto que las caracteristicas arcilla-agua son de primordial importancia para
la industria [62].

Las propiedades mencionadas anteriormente implican una cierta facilidad de la bentonita para
ser modelada. La bentonita sddica natural se utiliza para peletizacién debido a su gran poder
ligante en seco y a su resistencia a altas temperaturas. Tanto la bentonita sédica como la célcica
se utilizan como aglutinante en la fabricacién de alimento para animales [30]. La bentonita que
tendria las mejores caracteristicas como aglutinante de alimentos es aquella que se disgrega en

particulas extremadamente pequefias y proporciona una gran superficie disponible [62].

Un pellet es un granulo pequefio con forma de cilindro con un tamafio que varia segun la
aplicacion. En el caso particular de utilizar la bentonita como secuestrante de aflatoxina, el
armado de pellets es una forma mas apropiada de venta, ya que facilita el transporte y le da a la
bentonita un aspecto similar al del alimento balanceado. De esta forma, los pellets de bentonita

pueden mezclarse con el alimento del animal, actuando como secuestrante de aflatoxina.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales

Arcillas
Para este trabajo se utilizaron cuatro bentonitas comerciales de la Cuenca Neuquina,
previamente caracterizadas desde un punto de vista mineral6gico, quimico y fisicoquimico
[91][39]:

1) bentonita CATAE (Fm Allen), extraida en los alrededores del lago Pellegrini y
comercializada por Castiglione, Pes y Cia.

2) bentonitas BA y BC (Fm Allen), extraidas en la zona de 25 de Mayo, La Pampa, y
comercializada por Minera José Cholino e Hijos S.R.L.

3) bentonita BN (Fm Cerro Bandera) extraida de la meseta de la Barda Negra y
comercializada por Minera José Cholino e Hijos S.R.L.

La composicion mineraldgica de las bentonitas analizadas tiene como principal componente
una esmectita (82-94%) y como minerales acompariantes se determinaron: cristobalita,
feldespatos, cuarzo, calcita, yeso y zeolita (Tabla 4). EI menor contenido en esmectita lo
presenta la bentonita BN, mientras que el mayor contenido se observa en la bentonita BA.

Tabla 4: Composicion mineraldgica y semicuantificacion de las fases cristalinas presentes en
las bentonitas.

Mineral

arcilloso . . . .
Muestra .\ Cristobalita Feldespatos Cuarzo Calcita Yeso Zeolita

(esmectita)
(%)

BA 94 - 1 2 - 3 -
BN 82 7 7 3 - 1 -
BC 89 9 - 1 1 - -
CATAE 90 - 0,5-1 2 0,4 - 3-4

En la Tabla 5 se presentan las formulas estructurales calculadas a partir de los analisis quimicos
realizados sobre la fraccion menor a 2 um, correspondiente a las esmectitas [91] [39]. El primer
paréntesis representa los cationes de intercambio, el segundo la composicion de la hoja

tetraédrica y el tercero la composicion de la hoja octaédrica.
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Tabla 5; Formula estructural de las esmectitas de las bentonitas estudiadas.

MUESTRA FORMULA ESTRUCTURAL (media celda unidad)

BA (Cao,046,Nao 195,K0,014) ((Siz 736,Al0 264) (Al1.493,F€%*0 225, Mo 336, Ti0.030) O10(OH)z2)
BN (Ca0,106,Nao 104,K0,03)((Siz,725,Alo 275) (Al1,274,F€>* 0,486, Mo 182, Ti0,069) O10(OH)2)
BC (Cao,088,Nao 120, Ko)((Sis,967,Alo,033) (Al1,498,Fe*0,055, Mo 510, Tio,011) O10(OH)2)

CATAE (Cao,19,Nap,0045,K0,013) ((Siz 853,Alo,147) (Al 1 426,F€% 0 264, M0 282, Ti0,024) O10(OH)z2)

= Las esmectitas de BC y BA son sddicas, mientras que la esmectita de BN posee
proporciones similares de Ca®* y Na*.

» La esmectita de CATAE también es sddica [91], lo cual no queda reflejado en su
férmula estructural ya que la misma esta calculada en una muestra homoionizada con
Ca?*,

= En la hoja tetraédrica de la esmectita BN - Siz 725, Alo27s - Y BA - Siz73s, Alo2es
- hay mayor sustitucién isomorfica de Al por Si, a diferencia de BC - Siz 67, Alo033
-y de CATAE - Sisgs3 Alo 147 - que se comportan como montmorillonitas ideales [92].

= Se observa un mayor contenido de Fe*® en la hoja octaédrica de BN pudiendo

clasificarla como una montmorillonita férrica [93].

En la Tabla 6 se presentan algunas propiedades fisicas y fisicoquimicas de las bentonitas
[91];[39].

Tabla 6: Valores de CIC, superficie especifica total e hinchamiento

Superficie especifica

: : .
total (<2um) (m2.g™) Hinchamiento (mL.2g™)

Muestra CIC (meq.100g™?)

BA 101,72 552,4 20

BN 62,41 605,18 18,5

BC 110,62 506,19 17
CATAE 88,11 754,5 28

Los valores de CIC se corresponden con los de referencia bibliografica para montmorillonita,

que se encuentran entre los 70-120 meq.100g™* [94].
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Los valores de superficie especifica total son altos y similares a los esperados para esmectitas
[95]. La bentonita con mayor valor de superficie es CATAE, mientras que BC es la que presenta

el valor mas bajo.

En cuanto a los datos obtenidos referentes al indice de hinchamiento se puede observar que los
mismos coinciden en orden con los obtenidos para la superficie especifica, siendo el mismo
CATAE>BA>BN>BC.

Aflatoxina
En el presente trabajo se utilizo aflatoxina B1. Su formula molecular es C17H120s, presentando

la estructura ilustrada en la Figura 7.

Figura 7: Estructura de la aflatoxina B1

En la Tabla 7 se detallan las caracteristicas fisicas de la aflatoxina [96].

Tabla 7: Caracteristicas fisicas de la aflatoxina B1

AFLATOXINA B1 (1162-65-8)

Apariencia (forma) Polvo

Apariencia (color) Blanco amarillento

Solubilidad (solvente) Cloroformo

Solubilidad (Concentracion) 9,80 - 10,20 mg/ml

Solubilidad (Turbidez) Clara

Solubilidad (color) Transparente con tonos amarillos
Pureza > 98.00%
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4.2.  Metodologia

Caracterizacion de las bentonitas

Se realizaron una serie de ensayos para completar la caracterizacion mineraldgica y

fisicoquimica de los materiales estudiados.

Tipo de cationes de intercambio
El objetivo de este ensayo fue determinar el tipo y proporcion de cationes intercambiables de
las bentonitas, por lo que se trabajo sobre la muestra total. Se utilizd el método del

NH4(CO2CHz3) 1 N, pH 7 [97], para establecer el tipo de cation predominante en cada caso.

Las muestras fueron molidas hasta pasar por el tamiz #200. Se prepar6 una solucion de
NH4(CO2CHz3) 1 N, pH 7. El acetato de amonio utilizado tiene una pureza del 97%, por lo cual
para obtener la concentracidn deseada se pesaron 79,46 g de sal y se disolvieron en 1 litro de
agua destilada. Se colocaron 0,6 g de muestra en tubos de centrifuga con 33 ml de solucion. Se
dejé en agitacion suave 24 horas. Posteriormente se centrifugaron a 3600 rpm durante 20
minutos y luego se recuper6é el sobrenadante en un matraz de 100 ml. Se repitid este
procedimiento 2 veces, adicionando cada sobrenadante al anterior. La concentracion de Na*,
K*, Ca*? y Mg*? en el sobrenadante fue medida mediante espectrofotometria de absorcion
atomica (EAA).

La EAA es un método analitico muy utilizado para la deteccion y la determinacién de una gran
cantidad de elementos quimicos, particularmente metalicos. Consiste en irradiar una muestra
(vapor atobmico) con luz (energia radiante) de una cierta longitud de onda e intensidad, parte de
la cual es absorbida por los atomos en estado fundamental para pasar a un estado excitado. La
diferencia entre la intensidad de la luz incidente (10) y la intensidad de la luz emergente (1)
depende de la concentracion atbmica. Se determina el valor de —log (I/ 10) (que se denomina
absorbancia) que es directamente proporcional a la concentracién atdmica que se quiere

conocer.

Expresion de la Ley de Lambert y Beer:
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A = Absorbancia
k = constante de proporcionalidad
C = concentracion atbmica

La Ley de Lambert-Beer establece que la absorbancia esta directamente relacionada con las
propiedades intrinsecas del analito, con su concentracion y con la longitud de la trayectoria del
haz de radiacion al atravesar la muestra. La expresion matemaética de la Ley de Lambert-Beer

es:
A=C.cL
Donde:
C = concentracién de las especies absorbentes
¢ = absortividad molar de las especies absorbentes
L = longitud del recorrido

El procedimiento utilizado en este trabajo se baso en la medicion de la absorbancia y el célculo
de la concentracion por interpolacion en la curva de calibracion, utilizando métodos de
regresion lineal. La curva de calibracion es la representacion grafica de la absorbancia versus

la concentracion, utilizando patrones de concentracidn conocida.

Debido a que los atomos no se encuentran libres en la muestra, sino combinados formando
moléculas o iones en solucion, es necesario llevarlos al estado de &tomos libres en estado
gaseoso. EI método de atomizacion utilizado fue el calentamiento de la muestra a alta
temperatura por medio de una llama. El caudal de aspiracion fue ajustado a 3 mL.min%. Todas
las lecturas se realizaron a una altura de observacion en la llama de 10 mm aproximadamente,
empleando un EAA marca Perkin EImer modelo AAnalyst200 (Figura 8). En la Figura 9 puede

observarse un esquema de un espectrofotometro de llama de absorcion atémica sencillo.
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Figura 8: Espectrofotometro de absorcion atomica Perkin EImer modelo AAnalyst200

Llama
‘ Detector

- s » » Monocromador = O » EB 5

Lampara de catodo hueco Analizador de la sefial
Quemador de

flujo laminar

= €& Entrada de aire u oxidante
F— 4@ Entrada de combustible

é 4€® Muestra

Figura 9: Esquema de funcionamiento de un espectrofotdmetro de absorcién atdmica [98].

Analisis del espaciado basal (001) de las esmectitas
Este analisis se realizo con el objetivo de caracterizar el valor del espaciado basal (001) de las
esmectitas naturales y de las esmectitas de los pellets calcinados a diferentes temperaturas. Para

ello, se prepararon vidrios orientados con suspensiones agua-arcilla.

La difraccion de rayos X (DRX) es una técnica que permite, entre otras cosas, conocer la
composicion mineraldgica de las muestras a partir de la incidencia de rayos X sobre los planos
cristalinos que la componen.

Los cristales poseen una estructura ordenada tridimensional con periodicidades caracteristicas,
situados a lo largo de los ejes cristalograficos, la interaccion de la estructura con los rayos X
provoca un fenémeno de dispersion, los atomos dispersan la radiacion incidente en todas las
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direcciones, en algunas de éstas direcciones los rayos dispersados estaran completamente en

fase, y por ello se refuerzan entre ellos para forman rayos difractados, interfiriendo

constructivamente (Figura 10).

Haz Haz
incidente difractado

Planos
atomicos

Figura 10: Difraccion de Rayos X en una estructura cristalina ordenada.

Los rayos dispersados estaran completamente en fase si esa diferencia de fase es igual a un

namero entero n de longitudes de onda, este enunciado se conoce como Ley de Bragg.

n.A = 2.d.senf

Donde:
N = es un namero entero (1, 2, 3,...n)
A = longitud de onda
d = distancia entre los planos paralelos sucesivos
8 = angulo de incidencia y reflexién de los rayos X sobre el plano considerado

El andlisis se llevd a cabo en el laboratorio CIMAR utilizando un equipo de difraccion de rayos
X (Figura 11) modelo SmartLab SE marca Rigaku. Se realizaron barridos entre 2 y 15° 20 a

una velocidad angular de 2°min™ y un paso de 0,02.
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Figura 11: Equipo de difraccion de rayos X modelo SmartLab SE marca Rigaku.
Analisis Térmico
Se caracterizd el comportamiento térmico (TG), asi como también el tipo de reaccion de

descomposicion (ATD) de las bentonitas estudiadas.

Para los ensayos termogravimétricos y termodiferencial se sometieron las muestras naturales a

un rango de temperaturas de 2 a 1000°C

Termo-gravimetria (TG)

Este analisis implica la determinacion del peso de una sustancia en funcion de la temperatura.
La informacion que puede proporcionar el uso de la técnica TG es: rango de estabilidad térmica
de los materiales, reconocimiento de las condiciones de oxidacion de sustancias en atmoésfera
controlada, ademas se puede determinar la cinética de una reaccion a partir de la curva TG de
un compuesto cuando esta describe un proceso bien definido, como por ejemplo la

estequiometria de deshidratacion de un hidrato [99].

Analisis Térmico Diferencial (ATD)
El ATD implica la determinacion de la diferencia de temperatura entre la sustancia en estudio
y un material térmicamente estable, tal como Y-Al,O3, cuando se calientan ambos en

condiciones idénticas. Estas diferencias de temperatura se relacionan con las reacciones

30



Qe%né’en “EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE BENTONITAS SODICAS Y CALCICAS DE LA CUENCA
g : .
Esa,%éﬁ NEUQUINA EN LA ADSORCION DE AFLATOXINAS”

quimicas o cambios de fases que pudieran ocurrir. La informacion que puede proporcionar el
uso de la técnica ATD es: cambios de entalpia (AH) a los que ocurren los fendGmenos térmicos,
estimar la pureza de la muestra a partir de la forma de la banda endotérmica que pueda presentar
la muestra, detectar las transiciones sélido-solido y la medida de AH de las mismas, observar
la evolucion de sistemas cristalinos, entre otras [99].

Los ensayos se realizaron en un equipo ATD-TG a una velocidad de 10°C/min con un paso de
1 segundo, empleando como material de referencia Al203, en el Centro de Tecnologia de
recursos Minerales y Cerdmica (CETMIC-CIC), La Plata (Figura 12).

Figura 12: Equipo ATD-TG NETZCH STA 409 CELL EQ 23

Ensayos de Adsorcién y desorcion

Se realizaron ensayos de adsorcién en equilibrio tipo batch utilizando una relacion
sélido/liquido de 1 mg.mL? y concentraciones AfB1: 20 pg.L?, 50 pg.L?, 100 pg.L?, 200
ug.L 2, 300 pg.Lt, 400 pg.Lt y 500 pg.L . Las muestras se hidrataron y se conservaron a pH
6 durante 24 h antes de realizar el ensayo, se separo la fase s6lida por centrifugacion y luego se
pusieron en contacto con cada concentracion de AfB1 durante 2 h. En la Figura 13 se muestra

un esquema de la metodologia utilizada.
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Materiales

Aflatoxina

Figura 13: Esquema de metodologia de ensayos de adsorcion de AfB1.

La cantidad de micotoxina presente en el sobrenadante se cuantificé utilizando un equipo HPLC
Waters Alliance 2695 acoplado a un detector de fluorescencia (Waters 2487) (Figura 14). La
cantidad adsorbida se determind por diferencia a través de la lectura de la cantidad de afltoxina
en la fase liquida en equilibrio y la cantidad de aflatoxina en la solucion inicial previo al
contacto. Las longitudes de onda de excitacién y emision fueron de 395 y 470 nm
respectivamente. La separacion se llevé a cabo en una columna C18 Luna Phenomenex (150 x
4,6mm, 5um). Para la curva de calibracion se utilizd una solucion estandar de AfB1 2,06

ng.mL* a partir del cual se realizaron diluciones desde 0,005 hasta 0,015 pg.mL™.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una técnica que permite separar, aislar
e identificar los componentes de una mezcla de compuestos quimicos. La muestra es distribuida
entre dos fases inmiscibles (solida, liquida o gas), una estacionaria y otra mévil, que se mueven
una con respecto de la otra manteniendo un contacto intimo, de tal forma que cada uno de los
componentes de la mezcla es selectivamente retenido por la fase estacionaria. Los componentes
de la mezcla a separar invierten un tiempo diferente en recorrer cada una de las fases, con lo
gue se produce la separacién. Si un componente esta la mayor parte del tiempo en la fase movil
el producto se mueve rapidamente, mientras que si se encuentra la mayor parte en la fase

estacionaria, el producto queda retenido y su salida es mucho mas lenta.
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Figura 14: HPLC Waters Alliance 2695

Los resultados obtenidos se utilizaron para elaborar las isotermas. Las mismas se ajustaron

utilizando los modelos de Freundlich y Langmuir.

Para conocer el comportamiento de los adsorbentes con AfB1 retenida, se realizaron ensayos
de desorcion sobre muestras contactadas con 500 pg.L™ de concentracion de AfB1. Los ensayos
se realizaron a pH 2, ajustando el mismo con una solucién de acido clorhidrico, simulando el
medio acido del estbmago. Ambas determinaciones se realizaron en el departamento de
microbiologia e inmunologia de la facultad de ciencias exactas fisicoquimicas y naturales de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto (Responsable: Dra. Lilia Renee Cavaglieri). En la Figura

15 se muestra un esquema de la metodologia utilizada para la desorcion.

=) . "
. -
+ /‘ __7 BN
Sélido 500 pg/L pH 2 ] : Sobrenadante
de AfB1

Figura 15: Esquema de metodologia de ensayos de desorcion
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Elaboracion de Pellets

La peletizacion de las bentonitas consistio en: 1) molienda; 2) humedecimiento; 3) armado; y
4) endurecimiento. Este ultimo se realizd mediante tratamientos térmicos con la finalidad de

aportar mayor resistencia fisica, mejorando asi la manipulacion.

Las cuatro muestras se molieron con mortero hasta pasar por el tamiz #70 (Figura 16).

Figura 16: Muestras de arcillas molidas para el armado de los pellets.

A una masa de aproximadamente 50 g de arcilla se le agregaron entre 30 y 50 ml de agua

destilada para obtener una mezcla maleable (Figura 17).

Figura 17: Masa maleable de muestras de arcillas humedecidas.
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Se realizaron pastillas cilindricas pasando la muestra a través de una jeringa de
aproximadamente 0,5 cm de diametro. La masa cilindrica resultante se fracciono6 en porciones

de 1 cm de largo como se observa en la Figura 18

Figura 18: Dimensiones del pellet obtenido.

A los pellets obtenidos se les realizd un tratamiento térmico con el fin de lograr el
endurecimiento de los mismos. Este tratamiento se realizd mediante calcinacion a diferentes
temperaturas con el fin de determinar la temperatura éptima a la cual se logra resistencia fisica,
sin perder las propiedades de la arcilla por cambios estructurales que pudieran ocurrir por la

temperatura. Las temperaturas utilizadas fueron:
T1: Temperatura ambiente.

T2:200°C

T3: 400°C

T4:800°C

Cada muestra se fracciond en 4 grupos, uno para cada temperatura. Se colocaron las muestras

en crisoles y se calentaron en mufla durante una hora a la temperatura establecida (Figura 19).
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Tamb T=200°C T=400°C T=800°C

Figura 19: Pellets arcillosos tratados a diferentes temperaturas

Las muestras resultantes de los tratamientos térmicos fueron sometidas a ensayos de DRX. Esta
técnica se utiliz6 para observar si se producen cambios estructurales mediante modificaciones

en el espaciado basal d001 de las esmectitas.

Ensayo de disgregacion

Los pellets también fueron sometidos a ensayos de disgregacion en agua. Para ello se realizd
un ensayo a dos valores de pH: pH neutro (agua destilada) y pH acido (con un valor aproximado
de 2). Se utilizaron dos valores de pH para evaluar si el mismo afecta la capacidad de
disgregacion de las muestras. La eleccion del pH &cido se realiz6 con el fin de simular las

condiciones del tracto gastrointestinal.

Se colocaron en tubos de ensayo 4 pellets de arcilla, de pesos totales entre 0,4 y 0,6 gramos.
Para cada muestra, uno de los tubos se llen6 con un volumen de 10 ml de agua a pH neutro, y
otro con 10 ml de la solucion de pH acido. Se observo el comportamiento de los pellets tratados

a las distintas temperaturas durante 8 horas (tiempo aproximado de la digestion).
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5. RESULTADOS

Minerales arcillosos

Cationes de intercambio de las bentonitas

En la Tabla 8 se presentan los cationes de intercambio de las bentonitas BA, BN y BC. Los
datos de CATAE corresponden al trabajo de Musso [91].

Tabla 8: Cationes de intercambio de las bentonitas estudiadas.

Cationes de Intercambio (%)

Muestra

Na* Ca® Mg*? K
BA 67,1 15,1 12,2 1
BN 44,5 38,6 1,5 1,4
BC 46 23 14 <1
CATAE 76,4 12,4 10,9 <1

En la bentonita BA predomina el Na* como cation de intercambio, con cantidades similares de
Ca*? y Mg*? en forma secundaria. La bentonita BN posee cantidades similares de Na* y Ca*?,
con Mg*?y K* de forma subordinada. La bentonita BC posee una composicion del complejo de
intercambio, también heterogénea, con predominio de Na* pero con alto porcentaje de Ca*2.
BC es la arcilla con mayor proporcion de Mg*2. La bentonita CATAE es la que posee el mayor

porcentaje de Na*, con Ca*? y Mg*? en forma secundaria.

Analisis del espaciado basal (001) de las esmectitas

En las Figuras 20 a 23 se presentan los DRX de los preparados orientados (fracciobn menor a

2um), secos al aire, de las muestras a bajos angulos con sus correspondientes valores de d001.
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Figura 20: Difractograma orientado de la fraccion menor a dos micrones seco al aire. Bentonita
BA. Difractograma con deconvolucion de picos.
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Figura 21: Difractograma orientado de la fraccion menor a dos micrones seco al aire.
Bentonita BN. Difractograma con deconvolucion de picos.
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Figura 22: Difractograma orientado de la fraccion menor a dos micrones seco al aire.
Bentonita BC. Difractograma con deconvolucion de picos.

#26

Figura 23: Difractograma orientado de la fracciébn menor a dos micrones seco al aire. Bentonita

CATAE. Difractograma con deconvolucion de picos.
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La forma y posicion de las reflexiones d(001) refleja la composicion del complejo de
intercambio descripta en el punto anterior. Las bentonitas con mayor heterogeneidad en el
complejo de intercambio como BA, BC y BN presentan picos anchos y asimétricos (Fig. 20-23
A). Se observa que todas las bentonitas, excepto CATAE, poseen dos reflexiones,
correspondientes una a un espaciado basal con Na* y otra correspondiente a la presencia de un
cation divalente (Ca*2, Mg*?), confirmado con la deconvolucion de los picos (Fig. 20-23 B).
Solo en el caso de BC, la reflexion principal corresponde al predominio en el complejo de un
cation divalente, que podria estar causada en este caso, por el alto porcentaje de Mg*? con

respecto a las demas muestras (Tabla 9).

Tabla 9: Espaciados basales d(001) de las esmectitas presentes en las bentonitas.

Muestra Reflexién principal Reflexién secundaria
BA 12,6 14,9
BN 12,8 15,0
BC 14,8 12,6
CATAE 12,6 -
TG-ATD

En la Tabla 10 se presentan los valores de los porcentajes de pérdida de masa y la temperatura
a la que tiene lugar, para la totalidad de las muestras en un rango de temperatura entre 30°C y
1000 °C.
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Tabla 10: Pérdida de masa en funcién de la temperatura de las bentonitas.

Muestra Temp (°C) % Pérdida de masa
146 10,8
BA
690 533
135 4,9
BN 478 1,1
668 1,1
198 13,5
BC
651 4,2
141 9,4
CATAE
675 4,5

Las curvas TG y ATD se muestran en las Figuras 24 a 27. Se observa que la curva ATD presenta
bandas caracteristicas de esmectitas para todas las bentonitas analizadas, es decir una
pronunciada banda endotérmica en aproximadamente 150°C correspondiente a la pérdida de
agua interlaminar fisicamente adsorbida, con una pérdida de masa de 9.65% (valor promedio)
en el rango de temperatura de 130-200 °C. Una segunda banda endotérmica se observa en el
rango de 500-700°C, con una pérdida de masa de alrededor del 4% (valor promedio), que
corresponde a la pérdida de oxhidrilos de la estructura mineral [100]. La bentonita BN posee
un pico adicional de deshidroxilacion alrededor de los 500°C. La estructura de la hoja
octaédrica (variedades con vacancia cis y trans) conduce a los minerales arcillosos 2:1 a
diferentes temperaturas de deshidroxilacion [101]. Teniendo en cuenta estudios anteriores
[101];[102], dichas temperaturas permiten clasificar a las bentonitas como variedades de
vacancia cis. La existencia de una endoterma adicional, ha sido explicada por otros autores
como producto de un contenido mas elevado de Fe [103]. Esto se observa para la bentonita BN,
que tiene el mayor porcentaje de Fe octaédrico. Finalmente, es posible observar en todas las
muestras, un doblete endo-exo, a temperaturas superiores a los 800°C en donde ocurre la ruptura

de la estructura de la esmectita y reorganizacion a nuevas fases amorfas [104].
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Figura 24: ATD-TG para la muestra BA
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Figura 25: ATD-TG para la muestra BN
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Figura 26: ATD-TG para la muestra BC

od TG

AN
o
1

1

-12 4

1000

-14 4 \

-16 4

-18 -

-20 —
0 200 400 600 800

Temperatura °C

Figura 27: ATD-TG para la muestra CATAE

T
1000

44



ﬁf’l‘!_/{ “EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE BENTONITAS SODICAS Y CALCICAS DE LA CUENCA
g%é NEUQUINA EN LA ADSORCION DE AFLATOXINAS”

Ensayos de adsorcion y desorcion

Porcentajes de adsorciéon

Los porcentajes de adsorcion para todos los adsorbentes tienen su méaximo valor a la
concentracion inicial de 100 ppb, donde tres de las cuatro arcillas estudiadas adsorben entre el
96 y el 98%. En el rango de 200-500 ppb de concentracién inicial, los porcentajes de adsorcion

disminuyen.

En el caso de las muestras BA y BN se observa un comportamiento similar a lo largo del rango
de concentraciones contactadas, siendo levemente superior la arcilla BN de 100 a 400 ppb.
Ambas muestras presentan los valores minimos a la concentracion inicial de 300 ppb, siendo
los mismos 54 y 57% respectivamente. En la méxima concentracién inicial de AfB1 se observa
un cambio en el comportamiento de estos materiales adsorbentes, siendo la retencién de BA

levemente superior a la de BN (77 y 75%, respectivamente).

Para la muestra CATAE, el valor minimo se obtiene para la concentracién inicial de 200 ppb
(70%), aumentando progresivamente en las concentraciones mas altas, llegando al 83% de

adsorcion a la concentracion inicial de 500 ppb.

Para el adsorbente BC, como se mencioné anteriormente, la mayor adsorcion se obtiene a la
concentracion inicial de 100 ppb, siendo la misma de un 73%, luego desciende a un valor
promedio de 33% para las concentraciones intermedias (200, 300 y 400 ppb). A la
concentracion inicial de 500 ppb el porcentaje de adsorcion aumenta levemente llegando al
49%. EI menor valor de adsorcién de la totalidad de las muestras corresponde al ensayo

realizado a la concentracién inicial de 400 ppb (31%) para la muestra BC.

La muestra que presentd mayores valores de retencion es CATAE, superando el 70% en todo
el rango de concentracion estudiado. Finalmente, la muestra que presenta menores porcentajes
de adsorcion es la BC, siendo los mismos menores al 73% en todo el rango de concentraciones.
En la Figura 28 se observan los porcentajes de adsorcidn, correspondientes a cada muestra, a

las diferentes concentraciones iniciales estudiadas.
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Figura 28: Porcentajes de adsorcion de AfB1 sobre las bentonitas

A partir de los ensayos de adsorcion y desorcidn realizados a las concentraciones maximas de
500 ppb de AfB1, se obtuvieron los valores porcentuales que se presentan a continuacion,

junto con su relacion desorcion/adsorcion (Tabla 11).

Tabla 11: Porcentajes de adsorcién y desorcion a 500 ppb de concentracién incial de AfB1

Muestra  Adsorcion % Desorcion % Relacion Porcentaje %
(pH 6) (pH 2) (Des/Ad) (Des/Ad)
BA 76,71 5,29 0,0690 6,90
BN 75,29 3,68 0,0489 4,89
BC 48,63 5,64 0,1160 11,60
CATAE 83,29 5,49 0,0659 6,59

En todas las muestras se observaron bajos porcentajes de desorcién a pH 2. Analizando los
valores obtenidos en la Tabla 11 podemos ver que la bentonita BC, ademas de ser la de menor

adsorcion, es la de mayor desorcion, esto se ve reflejado en el mayor valor de relacion

desorcion/adsorcion.
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En cuanto a la desorcion, BA 'y CATAE presentan valores similares, alrededor del 5%, mientras
que BN es la muestra con el menor porcentaje de desorcién (3,68%), esto implica una mejor

relacion desorcidn/adsorcion para la muestra BN.

Isotermas de adsorcion
En la Figura 29 se presentan las isotermas de adsorcion de AfB1 sobre las bentonitas estudiadas.
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Figura 29: Isotermas de adsorcién, pH 6, temperatura ambiente y agitacion durante 24 h.

Las isotermas de CATAE, BN y BA se clasifican como L3 [89], mientras que BC posee una
isoterma del tipo L2 [89]. Las curvas tipo L, también conocidas como isotermas de Langmuir,
indican que las moléculas o iones son adsorbidos en la superficie con una fuerza de atraccion
intermolecular particular. EI subgrupo 2 representa la formacién de una monocapa saturada,
reflejada por una forma tipo plateau o meseta. Por otro lado, el subgrupo 3 se corresponde con
una adsorcion adicional, evidenciada por un aumento en la pendiente posterior al plateau. En
las isotermas correspondientes a los ensayos realizados con el adsorbente CATAE, BN y BA,
existe un aumento de la adsorcién luego de la retencion en la primera capa, no habiéndose
Ilegado a la saturacion de la misma, reflejado esto en la ausencia de un segundo plateau en la
curva. Para el caso de BC, la pendiente de la curva se vuelve casi constante, indicando que la

monocapa se ha saturado, lo que corresponde con isotermas del tipo L2 [89]. Se aprecia ademas
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un primer plateau, seguido por un aumento en la pendiente, que luego se vuelve constante. Esto

podria relacionarse con una adsorcion posterior, una vez completa la monocapa.

En todas se observa una alta afinidad a bajas concentraciones siendo el orden de adsorcion
BC<BA<BN<CATAE. La bentonita sddica CATAE es la que posee la mayor capacidad de

adsorcion de AfB1, mientras que la bentonita BC es la que menos adsorbe.

Tabla 12: Parametros de adsorcion para la isoterma de Langmuir

Xm (ug.g")  b(Lug? R?

BA 221,2389 0,0295 0,7066
BN 238,0952 0,0412 0,8050
BC 140,0560 0,0150 0,7874
CATAE 268,0965 0,0665 0,6108

El modelo de Langmuir permite el calculo de pardmetros de adsorcion, Xmy b, a través de los
cuales es posible evaluar la eficiencia de adsorcion de las bentonitas. En la Tabla 12 se observan
dichos parametros. El mayor valor de Xm se obtuvo para CATAE, indicando que posee el valor
mas alto de capacidad de adsorcion méxima, seguida por BN y BA, con valores similares entre
si. La muestra BC presenta un valor inferior de capacidad de adsorcion, como se observo
anteriormente en el analisis de la isoterma. Los valores de b, que representan la fuerza de union
entre el adsorbato y adsorbente, siguen el orden BC<BA<BN<CATAE.

Pellets

Analisis del espaciado basal de las bentonitas tratadas a diferentes temperaturas

Del analisis DRX se reportan valores de espaciado basal de las muestras tratadas a diferentes

temperaturas y a los dos valores de pH analizados: pH 2 y pH=7 (Figuras 30 a 37).
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Figura 31: DRX de BA a pH7
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En los graficos no se evidencian cambios a los diferentes valores de pH. Los valores de
espaciado basal no varian de forma significativa para las temperaturas inferiores a 400°C. Se
observa en general una disminucion de la cristalinidad de las esmectitas, evidenciada por un
ensanchamiento de los picos al aumentar la temperatura de calcinacion de 25 a 400°C. Para

800°C se observa una ausencia de reflexiones que indica el colapso de la estructura cristalina.

Ensayo de disgregacion

En la Figura 38 se observa el comportamiento de las muestras tratadas a las diferentes
temperaturas al ponerlas en contacto con agua a pH 7 y 2. No se observan diferencias en el
comportamiento segin el valor del pH, no obstante, los pellets presentaron diferente
comportamiento en este ensayo de acuerdo a la temperatura de calcinacion. Las muestras
tratadas a 800°C mantuvieron su forma sin disgregarse, lo que se traduce en una menor
superficie de contacto solido/liquido, mientras que las muestras tratadas a temperaturas
menores a 400°C se disgregaron en menos de 5 segundos, aumentando asi la superficie de

contacto entre las particulas y el medio.
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CATAE }

400°C 800°C

Amb 200°C

Temperatura: Amb 200°C 400°C 800°C

Figura 38: Ensayo de disgregacion en agua a pH 7 y pH 2 de los pellets calcinados a
diferentes temperaturas. (a) primeros segundos de contacto (b) muestras contactadas durante 8

hs.
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6. DISCUSION

El andlisis de la formula estructural de las bentonitas, realizado por Centellegher [39] muestra
que las esmectitas de las bentonitas CATAE, BA y BC se pueden clasificar como
montmorillonitas ideales, mientras que BN presenta una mayor cantidad de hierro estructural
pudiendo clasificarse como montmorillonita férrica. Esta diferencia en la estructura se vio
reflejada también en el andlisis de los graficos TG-ATD, donde la presencia de dos pequefias
bandas endotérmicas en el rango de 400°C-700°C, en la bentonita BN, se relaciona con la
existencia de dos tipos de esmectitas, el primero de ellos coincidente con la estructura de
deshidroxilacién de montmorillonitas con alto contenido de Fe estructural, y el segundo
perteneciente a una montmorillonita ideal. La existencia de solo una banda endotérmica,
cercana a los 650°C en las tres bentonitas restantes, BA, BC y CATAE, concuerda con una

montmorillonita ideal.

En la determinacién de los cationes de intercambio se observo que en las muestras CATAE y
BA predomina el Na*, mientras que en BC y BN se observa una composicion heterogénea del
complejo de intercambio. Estas Gltimas poseen los mayores porcentajes de Ca®*, aunque no es
el cation predominante. La bentonita BC se diferencia por tener un porcentaje mas elevado de
Mg?*. Los cationes analizados coinciden con los que se encuentran presentes en la formula

estructural y se relacionan a su vez con los valores del espaciado interlaminar.

El orden observado en los valores del espaciado basal de las muestras es CATAE<BA<BN<BC.
Los d001 son del orden de 12 A para BA, BN y CATAE, lo que se corresponde con bentonitas
sodicas, y coincide a su vez con el tipo de cation predominante en estas tres bentonitas. El orden
relativo de espaciado basal puede asociarse a la mayor presencia de los cationes de Ca*?
respecto al Na*, siendo la relacion Ca*?/Na* creciente (0,16; 0,23; 0,87), coincidente con el
crecimiento de los valores del d001.

Para BC, el d001 es de 14 A, indicando que se trata de una muestra con una composicion
heterogénea, donde ademas de sodio y calcio, se encuentra presente como cation de intercambio

el magnesio, pudiendo ser éste el responsable del mayor espaciado interlaminar.

Las bentonitas presentaron diferentes porcentajes de remocion en funcién de la concentracion
inicial contactada. Analizando todo el rango de concentraciones estudiado, la bentonita CATAE

fue la que mas retuvo y la bentonita BC fue la de menor retencion.
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Tenorio Arvide [105] observé que la composicion estructural de la hoja octaédrica en
esmectitas afectaba la capacidad de adsorcion de aflatoxina. Las esmectitas con cierta cantidad
de hierro estructural y sustituciones octaédricas de magnesio tenian mayor capacidad de
adsorcion que las esmectitas con menor cantidad de sustituciones por aluminio. La mejor
adsorcion de BN frente a BA podria atribuirse entonces a la mayor presencia de hierro

estructural.

Si bien la bentonita CATAE es la que posee los mayores valores de adsorcion, también posee
altos valores de desorcion, a la concentracion de 500 ppb, siendo la bentonita BN la que presenta
mejor relacion adsorcion/desorcion. Los bajos valores de desorcion a pH 2 (entre el 3,7 y 5,6%)
indican que la toxina permaneceria adsorbida en la superficie de los minerales arcillosos
ensayados, durante su paso por el tracto gastrointestinal. La bentonita BC posee el valor mas
alto de desorcion, reafirmando que la muestra BC seria la menos eficiente al momento de ser

utilizada como adsorbente de AfB1.

En el estudio realizado por D’ Ascanio [106] se analizan las propiedades fisicoquimicas de 29
muestras de bentonitas de diferente origen geoldgico. Dentro del grupo de las esmectitas
sedimentarias, que presentan mejores porcentajes de adsorcion que las hidrotermales, se
encontré que existe una correlacion positiva entre el contenido de sodio, el indice de
hinchamiento y la adsorcion de AfB1. Por otro lado, el espaciado basal, el contenido de
magnesio y el contenido de calcio, se relacionan de manera negativa. El analisis de los

parametros mencionados coincide con la mejor adsorcion de CATAE frente a BC.

En los ensayos de disgregacion en agua se observa que las muestras hasta 400°C se disgregan
facilmente aumentando asi la superficie de contacto entre las particulas y el medio y a su vez
conservan la estructura del mineral arcilloso de acuerdo a lo mencionado en el analisis de DRX
y TG.

Analizando los porcentajes de adsorcion se observa que, salvo para la concentracion inicial de
100 ppb, el rango de concentraciones estudiado no permite alcanzar los valores de los limites
permisibles establecidos por el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion
Argentina. Por otro lado, en el trabajo realizado por J. R. Jaimes [67] se encontraron

concentraciones maximas de 150 ppb en los alimentos analizados.
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En el Figura 39 se presenta una comparacion entre la concentracion final de AfB1 luego del
contacto con las arcillas. Se analiz6 la concentracion inicial de 100 ppb, siendo ésta la

concentracion mas cercana a la que podria encontrarse naturalmente en los alimentos [67].

25 4

Limite permisible
20

AFB1 (ppb)
&
1

=
o
1

BA BN BC CATAE

Adsorbentes

Figura 39: Concentracion final no retenida, para una concentracion inicial de 100 ppb.

Se observa que las concentraciones finales, luego del contacto con las arcillas, quedaron por
debajo del limite permisible, a excepcion de la arcilla BC, para la cual se obtuvo una

concentracion final de 26 ppb, superando por 6 ppb el limite permisible.

En la bibliografia consultada se emplean adsorbentes arcillosos u otros materiales absorbentes
como el carbon activado para la remocion de AfB1 [107];[108];[109];[110]. En la Tabla 13 se
muestran los valores de capacidad méxima de adsorcion, junto con el tipo de adsorbente y los

parametros que se utilizaron en distintos trabajos.
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Tablal3: Capacidades maximas de adsorcién de diferentes tipos de materiales adsorbentes
segun diferentes autores.

Concentracion|  Relacion 1 .
Autor Adsorbente de AfB1 solido/liquido Xm (ug.g™h) Porcentaje
R. Usman | Bentonita 0,1-1,0 0
etal. 2021 | pilariada 12 ppm mg/mL 86,19 85%
W. F. Arcilla Novasil plus: 352 -
Jaynes et gggg:]ual y 1,5 ppm 0,1-2 mg/mL
al. 2011 activado Carbdn activado: 179 -
Ba 181,12 -
Mt Ca 162,39 -
Na 96,81 -
gérl;ientos Ba 140,53 )
Velézquez Esmectitas 0-8ppm 2mg/mL. |Beidellita Ca 78,07 -
etal. 2016 Na 40,60 -
Ba 137,40 -
Nontronita Ca 115,54 -
Na 59,33 -
. 73% (pH3)
A. Dakovic Crganczeolies 2 ppm 0,4-4 mg/mL | No informa 34% (pH7)
etal. 2005 [ .~ PP A4 Mg 95% (pH3)
87% (pH7)
Bentonitas BA: 221
sddicas y .
Este calcicas de la | 20-500 ppb 1 mg/mL BN: 238
estudio
cuenca BC: 140
Neuquina
CATAE: 268

Dado que las condiciones de los ensayos son variables no se puede hacer una comparacién

directa de la capacidad de adsorcidn, sin embargo, ante los diferentes tipos de adsorbentes, los

minerales arcillosos naturales poseen, en general, una alta capacidad de remocién de AfB1. En

cuanto a las condiciones, se observa que las concentraciones iniciales utilizadas por otros

autores son del orden de mg.mL™ (ppm), muy elevadas respecto a las ensayadas en el presente

trabajo, siendo la misma del orden de pg.L? (ppb). Es importante destacar que, como se

menciond con anterioridad, la eleccion de las concentraciones iniciales de AfB1 fue decidida

en funcion de las concentraciones encontradas en los alimentos, de acuerdo a la bibliografia
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[67];[111]. En todos los trabajos analizados en la Tabla 13 se llego a la conclusién de que el
modelo de Langmuir es el mas apropiado para describir la adsorcion, afirmando el mecanismo

de adsorcion en monocapa.

Analizando las capacidades de adsorcion, vemos que el mayor valor corresponde a la arcilla
comercial Novasil Plus, siendo el mismo de 352 pg.g™. El valor mas bajo obtenido se reporta
para una beidellita homoionizada con sodio, con un valor de 40,6 pg.g™ . Para las bentonitas
analizadas en el presente trabajo, los valores se encuentran entre los 140 y 268 ug.g, siendo

los mismos intermedios entre el maximo y el minimo reportados por otros autores.

Existen numerosos estudios con respecto a la adsorcién de AfB1 por diferentes adsorbentes. Es
comun, por ejemplo, el uso de carbon activado para reducir la aflatoxicosis. Sin embargo,
estudios de alimentacion animal concluyen que el carbdn activado no disminuye la toxicidad
tan efectivamente como lo hacen los aditivos de arcillas [35], [112]. Una resefia de diferentes
estudios sobre alimentacion de animales no recomienda la inclusion de carbén activado dado
que, al ser un adsorbente no especifico, adsorbe nutrientes esenciales como la vitamina B12
[113], [114].

La modificacion quimica de filosilicatos y zeolitas con cationes organicos de cadena larga, es
decir, iones cetilpiridinio (CP) o hexadeciltrimetilamonio (HDTMA), da como resultado una
mayor hidrofobicidad de la superficie mineral, proporcionando una alta afinidad por moléculas
orgénicas hidréfobas como la mayoria de las micotoxinas. El trabajo realizado por A. Dakovic
[110] muestra que la presencia del cation orgénico en la superficie de la zeolita disminuye
notablemente la adsorcién de AfB1, esto se debe a que la toxina es una molécula de tamafio
demasiado grande para ingresar a los canales de la zeolita, por lo cual la adsorcion esta limitada

solo a la superficie externa.

En el estudio realizado por Centellegher [39] se realizd la modificacion organica de las
bentonitas analizadas aqui, intercalando las mismas con HDTMA. Alli se observo que la
modificacion organica mejoro los porcentajes de adsorcidn solo entre un 1y 2% para cada una
de las muestras. Comparando el desempefio de las bentonitas naturales y modificadas,
consideramos que no seria necesario realizar una modificacion organica de las bentonitas para
el tipo de aplicacion planteado en el presente trabajo, ya que la montmorillonita tratada con
cationes organicos tales como el HDTMA y feniltrimetilamonio (PTMA) son consideradas

toxicas, por lo cual no serian apropiadas para el uso como aditivos en alimentos [108].
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7. CONCLUSIONES

Con el fin de evaluar la eficiencia de bentonitas sodicas y calcicas de la cuenca Neuquina para

adsorber micotoxinas (AfB1) se realizaron ensayos que permitieron expandir la caracterizacion

de estos materiales, evaluar su capacidad de adsorcion y desorcién y determinar las

caracteristicas fisicas de la bentonita peletizada.

A continuacion se presentan las principales conclusiones a las que se arribo.

El estudio de las propiedades permiti6 clasificar a las bentonitas BA, BN y CATAE
como bentonitas sodicas, y a la bentonita BC como calcica.

Todas las bentonitas presentan altos porcentajes de adsorcion y bajos porcentajes de
desorcién. Su mayor adsorcion tiene lugar a bajas concentraciones (100ppb), lo que es
muy beneficioso para el fin evaluado ya que son las que se encuentran con mayor
frecuencia en los alimentos (valores inferiores a las 150ppb).

El orden de adsorcion encontrado fue: CATAE>BN>BA>BC, observandose la mayor
adsorcion para la bentonita con mayor porcentaje de Na* en el complejo de intercambio.
Para el rango de concentraciones estudiado, la bentonita célcica BC es quien presenta
el peor desempefio como adsorbente. Asimismo, es la que posee la mayor relacion
porcentual desorcion/adsorcidn, siendo ésta de 11,6%. Esto podria relacionarse con su
naturaleza célcica, asi como también con un mayor contenido de magnesio en el
complejo de intercambio.

Teniendo en cuenta una concentracion inicial de 100 ppb, que es la mas cercana a la que
se encuentra en los alimentos, luego del contacto con las bentonitas, las concentraciones
finales de AfB1 quedan por debajo del limite permisible para todas las muestras, a
excepcioén de la bentonita calcica BC.

En comparacion con otros adsorbentes, las bentonitas naturales son econémicas, de facil
extraccion y no toxicas, lo que las convierte en la mejor opcion para la utilizacion como
aditivo de alimentos.

Las bentonitas naturales podrian comercializarse en forma de pellets y mezclarse con
alimentos naturales sin procesar o podrian ser utilizadas como material de soporte en la
fabricacion de alimento balanceado.

El analisis de DRX de los pellets calcinados indica que a 800°C ocurre la ruptura de la

estructura de la esmectita, lo cual provocaria una menor capacidad de adsorcién. Las
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muestras tratadas a 25, 200 y 400°C se comportaron de manera muy similar al
disgregarse en agua, para ambos valores de pH. Por lo tanto, dados los costos que
implica la realizacion de un tratamiento térmico, no se considera que el mismo sea
necesario, siendo el tratamiento éptimo para el armado de pellets el secado a

temperatura ambiente.

PROYECCIONES FUTURAS

Se requiere un estudio mas extensivo para determinar los mecanismos responsables de la
adsorcion y de ese modo mejorar el rendimiento y la especificidad de adsorcion de las
bentonitas. Es de suma importancia en el caso de utilizarse en alimentacion, que las bentonitas

no adsorban nutrientes esenciales para el buen desarrollo de la salud.

Podrian realizarse estudios donde se analice la adsorcion de distintos tipos de toxinas para
estudiar su comportamiento en conjunto, ya que lo mas probable es que, en la naturaleza, se

encuentren variedad de toxinas, pudiendo algunas resignar la adsorcién de otras.

Los ensayos in vitro son solo una primera indicacion de la posible aplicacion de las bentonitas
para la adsorcién de AfB1. Es necesario realizar ensayos in vivo para comprobar la verdadera
adsorcion y eficiencia de las bentonitas analizadas. En una aplicacion practica las condiciones
seran variables, es necesario estudiar si estos cambios afectan la capacidad de adsorcion.

Los tratamientos térmicos, aportan resistencia mecénica a los pellets, sin embargo, seria
necesario realizar ensayos de adsorcion sobre los pellets tratados térmicamente para comprobar

gue no se resigne capacidad de adsorcion.
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