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RESUMEN

Las micotoxinas, presentes en los alimentos usados por parte de las industrias
avicolas, es un importante tema de estudio y una de las mayores
preocupaciones, debido a los dafios que causa en los animales, a los
productores y empresas del sector avicola. Al no existir una técnica eficiente
para la eliminacion de las aflatoxinas, se evalu6 el impacto de la adicion de un
secuestrante o adsorbente usando como base la bentonita de sodio en la
nutricion de pollos preiniciadores, a fin de disminuir la absorcion en la ingesta
y reducir los efectos de las aflatoxinas. El enfoque investigativo, fue de tipo
exploratorio, experimental, descriptivo, cuantitativo y correlacional. Se
realizaron dos tipos de experimentos. Se utilizaron 4 alimentos bases sin
procesar, y combinandolo cada uno con el producto a base de bentonita sodica,
para su posterior analisis. Se simul6 una digestién enzimatica de aves para la
adsorcién de las aflatoxinas por parte de la bentonita sodica, y asi conocer su
efecto a través de un analisis de espectrofotometria. Lo cual, contrarrestaria la
capacidad de secuestro de la bentonita en cada uno de los alimentos. Para el
segundo tipo de experimento se aplicé la metodologia de matrices
correlacionales, se realizé una experimentacion simulada, se ingresé las
restricciones en sus respectivas unidades con los limites, formando una matriz
4 x 24. Se determiné que la dosis sugerida es: 0.0025 % a 0.005 %.

Palabras clave: aflatoxinas, alimento, bentonita sddica, dosis, restricciones,

parametros.
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ABSTRACT

Mycotoxins, present in feed used by poultry industries, are an important subject
of study and one of the greatest concerns due to the damage they cause to
animals, to producers and companies in the poultry sector due to the reduced
chicken performance. As there is no efficient technique for the elimination of
aflatoxins, the impact of the addition of a sequestrant or adsorbent was
evaluated using sodium bentonite as a base in the nutrition of pre-starter
chickens, in order to reduce the absorption in the intake and reduce the effects
of aflatoxins. The investigative approach was exploratory, experimental,
descriptive, quantitative and correlational. Two types of experiments were
performed. Four unprocessed food bases were used, and each was combined
with the product based on sodium bentonite, for further analysis. An enzymatic
digestion of poultry was simulated for the adsorption of aflatoxins by sodium
bentonite, and thus to know its effect through a spectrophotometric analysis.
Which would counteract the sequestration capacity of bentonite in each of the
foods. For the second type of experiment, the methodology of connected
matrices was applied, a simulated experimentation was carried out, the
restrictions were entered in their respective units with the limits, forming a 4 x
24 matrix. It was determined that the suggested dose is: 0.0025 % to 0.005 %.

Keywords: aflatoxins, food, sodium bentonite, dose, restrictions, parameters,

enzymes.

XV



1 INTRODUCCION

La alimentacion animal es tema estudiado con frecuencia ya que es
muy importante para el buen desarrollo y crecimiento de los animales. El
incorrecto suministro de nutrientes puede provocar enfermedades o llegar
incluso a causar la muerte. La optimizacibn de la nutricion animal es
importante para mantener a los animales saludables y evitar problemas de

salud en el futuro.

El consumo de alimentos contaminados con micotoxinas llega a
ocasionar perjuicio en la produccion o en la salud de los animales. Es por lo
que se requiere analizar los componentes y dosificaciones en las
formulaciones de los alimentos balanceados para pollos de engorde, porque
ayudan a los pollos a mantenerse sanos y a crecer de manera adecuada.
Aunque los principales componentes de los alimentos balanceados para
pollos de engorde incluyen proteinas, vitaminas, minerales, carbohidratos y

grasas.

Siendo, las aflatoxinas; micotoxinas, sustancias producidas por hongos
del género Aspergillus, contaminantes de los granos utilizados para la
fabricacion de alimentos para pollos y difundido ampliamente a nivel global,
pueden causar enfermedades en animales y humanos. La exposicion a las
diferentes micotoxinas puede causar enfermedades hepaticas, renales,
pulmonares y cardiovasculares, asi como cancer de higado, enfermedades
gastrointestinales, dermatitis, nefritis y dafio hepatico y enfermedades
neurolégicas, asi como dafio hepético y renal.

Debido a esto, se realizé un estudio con el objetivo de evaluar la
capacidad de secuestro de la bentonita sédica en aflatoxina B1 de Aspergillus
spp, presente en el alimento balanceado para pollos preiniciadores, en la zona

norte de Guayaquil.



El estudio de las micotoxinas es importante para poder controlar su
presencia en los alimentos y prevenir enfermedades, debido a la magnitud de
los efectos que estas pueden ocasionar en el hombre, los animales y también

en el ambiente.

Por lo expuesto, el presente Trabajo de Titulacion propone los

siguientes objetivos:

1.10bjetivos

1.1.1 Objetivo general.
Evaluar la capacidad de secuestro de la bentonita sodica en aflatoxina
Bl de Aspergillus spp, presente en el alimento balanceado para pollos

preiniciadores en la zona norte de Guayaquil.

1.1.2 Objetivos especificos.

e Analizar la dosis 6ptima de bentonita sddica en diferentes alimentos
balanceados para pollos con cantidades de aflatoxinas Bl presentes,
adquiridos en una planta de alimentos en la ciudad de Guayaquil.

e Evaluar la dosis correctiva para control de altas concentraciones, de
50-100 ppb, de aflatoxinas B1 presentes en el alimento balanceado de pollos,
almacenado en una planta de alimentos de la ciudad de Guayaquil.

e Determinar el grado de efectividad de la capacidad de secuestro de
la bentonita s6dica para concentraciones superiores de 100 ppb de aflatoxinas
B1.

1.2 Hipétesis
Una dosis Optima de la bentonita sodica tiene un efecto positivo en la

tasa de secuestro de las aflatoxinas.



2 MARCO TEORICO

2.1 Alimentacion Animal

De acuerdo con Caravaca (2006) define la nutricion animal como una
rama de la tecnologia de cria de animales que involucra todos los aspectos
de la investigacion destinados a proporcionar suficientes nutrientes para
garantizar que el ganado esté en condiciones oOptimas. Por lo tanto, la
alimentacion animal se refiere a los alimentos que se alimentan a los animales
para apoyar su vida y crecimiento; estos alimentos incluyen productos
vegetales y animales, que pueden o no ser procesados.

Para obtener resultados nutricionales éptimos, la nutricion animal debe
analizar y comprender los nutrientes esenciales: energia, proteina, minerales,
vitaminas y agua; ademas de un estudio profundo de los sistemas: digestivo,
circulatorio, respiratorio y excretor; responsables de su captacion, absorcion,
sistemas organicos de transporte, metabolismo y excrecion; los animales

anteriores (Tapia, 2010).

La alimentacién representa del 65 al 70% de los gastos de una finca,
por lo que es un factor muy importante en la produccién animal, sin embargo,
existen muchos factores que alteran la calidad nutricional y sensorial de los
alimentos, lo que se traduce en deficiencias y pérdidas en la produccién
animal, uno de los que es incluyendo metabolitos téxicos (micotoxinas)
producidos por hongos, un problema de salud mundial (Garcia y Méndez,
2016).

2.1.2 Alimento balanceado.

Los alimentos balanceados se denominan mezclas o alimentos
balanceados, son mezclas homogéneas de diferentes tipos de alimentos,
formulados en cantidades y proporciones de acuerdo a las necesidades
dietéticas y nutricionales de las especies ganaderas durante un periodo o

periodos. Para su formulacién se tienen en cuenta las condiciones del

4



fabricante, informacién sobre las especies producidas, informacion del

mercado, aspectos legales y éticos (Negrin, 2013).

Dentro de la estructura productiva de esta ultima cadena, los alimentos
balanceados son productos intermedios que sirven de puente entre varios
sectores agricolas: semillas oleaginosas, cereales y carnicos. Por esta razon
en los paises con alto nivel de desarrollo hay una fuerte integracion entre la
produccion de cereales forrajeros y la de alimentos balanceados para

animales (Yemail, 1998).

2.1.2.1 Alimento balanceado para pollos.

Los alimentos completos o balanceados son productos que se
proporcionan a los animales para satisfacer sus necesidades nutricionales y
son la unica fuente de alimento. En la produccion avicola industrial, solo con
el manejo de este tipo de alimentos se pueden alcanzar las metas de
productividad en el tiempo estipulado. Un alimento balanceado para pollos
esta disefiado para mantener una actividad metabdlica éptima y permitir que
estos animales logren sus objetivos de produccion. Asi, los granos, en
especial el maiz y el sorgo, aportan energia; mientras que la harina de soja, y
menos comunmente la harina de subproductos animales, se caracterizan por

aportar proteinas y aminoacidos (Parra, 2019).

2.1.2.2 Pollos.

El pollo Cobb-500 es el mas popular entre los criadores de pollos de
engorde. Se ha estado desarrollando por mas de 30 afios, seleccionando mas
de 35 caracteristicas para adaptarse a una amplia gama de demanda de los
clientes. Su excepcional uniformidad y la capacidad de prosperar en un costo

menor de nutricion (Falcones, 2009).

Hace unos afios, las empresas dedicaron mucho tiempo y esfuerzo a
intentar optimizar el uso de preiniciadores en los programas de alimentacion

de pollos de engorde. El objetivo final de estos esfuerzos es, ante todo,
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mejorar el peso corporal final de las aves, ya que se cree que la ganancia de
peso corporal inicial esta directamente relacionada con la mejora del peso

corporal final y, por lo tanto, con los datos generales de produccion (Clos, s.f.).

2.1.2.3 Sistemadigestivo

El aparato digestivo de un ave se puede definir como un conjunto de
glandulas y 6rganos auxiliares encargados de realizar las actividades de
digerir los alimentos, convertirlos en nutrientes asimilables, y con ello distribuir
estas sustancias a través de la sangre a todos los tejidos del cuerpo del ave;
ya que la diversidad de las aves y sus diferentes habitos alimenticios, el
aparato digestivo de las aves es variable, tienen un aparato digestivo mas
ligero o incluso mas pequefio en comparacion con otros animales como los
mamiferos, por lo que se ha adaptado a aquellas especies que favorecen el
vuelo (Marulanda, 2017).

2.1.3 Micotoxicosis en pollo.

Se pueden encontrar diferentes tipos de alteraciones, como
deformidades, asperezas y anomalias, estas pueden surgir por procesos
genéticos o patologicos en la gallina. Ciertos tipos de gallinas ponedoras
tienen dificultad para calcificarse al final del ciclo, cascaras anormales durante
la puesta y ciertas enfermedades que provocan alteraciones, como la
enfermedad de Newcastle, la bronquitis infecciosa y la laringotraqueitis
(Campos, 2010).

Otros tipos de alteraciones pueden ser huevos con cascaras porosas,
delgadas o blandas lo cual es producido por deficiencias de calcio, fésforo,

magnesio u otros micro minerales (Rey, 2008).

2.2 Hongos de campo
2.2.2 Definicion.
Invaden la semilla en formacién, actian desde la floracibn hasta la

cosecha. Pueden ser patégenos o saprofitos, requieren alta humedad para

6



prosperar y por lo tanto su actividad queda detenida en el almacenaje. Van
muriendo gradualmente durante el almacenaje, si bien pueden sobrevivir

durante afios en condiciones frescas y secas (Umafa Cerros, 2021).

2.2.2 Principales hongos productores.

22.2.1 Fusarium.

Es un hongo dematiaceo, crecen con rapidez y muestran una
morfologia aplanada algodonosa a lanosa que tiende a extenderse con una
coloracion verde azulada, roja, violacea. Este proviene de los hongos de

campos la semilla, aparece con una incidencia variable (Barajas, 2018).

2.2.2.2 Aspergillus.

El género Aspergillus comprende alrededor de 180 especies, son
hongos filamentosos, hialinos y ubicuos. En estos hongos se ha descubierto
su fase de reproduccién sexual y se ubican dentro de la division Ascomycota,
los hongos de este género tienen gran potencial biético y son degradadores
activos del material organico y en consecuencia muy utiles en la ecologia del
planeta (Rueda, 2006).

2.2.2.3 Penicillum.

Es un hongo filamentoso hialino, sapréfito perteneciente al filo
Ascomycota. Macroscopicamente las colonias son normalmente de
crecimiento rapido; al principio de color blanco y con el tiempo adquieren color
azul, azul verdoso, verde, gris oliva o tonos rosados, con reverso amarillo
cremoso (Agahi, 2021).



2.2.3 Aspergillus: Familias principales.

2.2.3.1 Aspergillus niger.
Las colonias se desarrollan con rapidez, transformandose en
colonias planas. granulosas, negras e ilimitadas; al reverso no

presentan pigmento (Gonzales, 2019).

2.2.3.2 Aspergillus fumigatus.

Aspergillus fumigatus es un hongo filamentoso hialino, saprofito,
perteneciente al filo Ascomycota. Se encuentra formado por hifas
hialinas tabicadas y puede tener reproduccién sexual (con formacién

de ascosporas en el interior de ascas) y asexual (INSST, 2021).

2.2.3.3 Aspergillus flavus.

Crece en los medios de cultivo ordinarios como Sabouraud y
PDA a 28°C; las colonias se desarrollan con rapidez de 3 a 5 dias: son
ilimitadas, polvosas o aterciopeladas, de color verde amarillento
(Vazquez, 2017).

Para Bogantes (2004), las condiciones éptimas en los niveles y
frecuencias méaximas se presentan en las regiones tropicales
encontradas entre las latitudes 22 grados Norte y 22 grados Sur;
mientras que en regiones semitropicales se suele clasificar entre los
climas templados en donde el clima favorece el crecimiento de los
hongos productores de aflatoxinas, puede haber contaminacién de los
alimentos provenientes de zonas templadas, ya que el Aspergillus
flavus esta distribuido universalmente y alimentos contaminados han

sido detectados en todo el mundo.



2.3 Micotoxinas

2.3.1 Definicion.

Son compuestos quimicos de bajo peso molecular, producidos por
hongos, que tienen efectos patoldgicos tanto en humanos como en animales.
Las micotoxinas llegan a afectar sistemas especificos de los organismos, pero
generalmente dafian el higado o los rifiones, por lo que alteran los procesos
metabdlicos del animal, produciendo condiciones adversas que llevan a
efectos como higado ictérico, agrandado y friable, inflamacién de rifiones,
lesiones orales, disminucion de la respuesta inmunolégica, mala absorcion de
nutrientes, reduccién del crecimiento, alteracion de la fertilidad entre otros
(Lara, 2003).

La seguridad o inocuidad de los alimentos es un aspecto prioritario no
sélo para las administraciones publicas, sino también y sobre todo, para la
industria alimentaria. En este sentido, conviene recordar que la generacion de
episodios de inseguridad es incompatible con la rentabilidad de una industria

a largo plazo (Ayalaa, 2007).

2.3.2 Meétodo de accion.

El mecanismo de su accion toxica involucra la formacién de un ligando
entre uno de sus metabolitos (producido en el higado después de la ingestion
de latoxina) y el ADN del hepatocito, lo que resulta en una replicacion alterada
(Wild CP, 2002).

En cuanto a los &cidos nucleicos, existen dos tipos de interacciones: no
covalentes, débiles y reversibles, por otro lado, la otra es covalente,
irreversible, que requiere activacibn metabdlica por un sistema enzimatico.
Muchos de los efectos cancerigenos y mutagénicos de las aflatoxinas y otras
sustancias estructuralmente similares estan asociados con las micotoxinas

metabdlicamente activadas (Perusia y Rodriguez, 2021).



2.3.3 Cantidades permitidas.

En alimentos de uso animal la FDA establece niveles de 20 ppb para
todos los alimentos de uso en vacas lecheras y animales inmaduros. La
mezcla de alimentos contaminados con otros libres de contaminacion, como
una forma de disminuir la concentracion de Aflatoxinas no esta permitida
(Salazar, 2010).

2.3.4 Factores favorables para el desarrollo de las micotoxinas.

e Factores Fisicos: los niveles de temperatura y humedad son
factores determinantes para el crecimiento de los hongos y la
subsiguiente produccion de micotoxinas, el clima juega un papel
clave en el desarrollo de las mismas (Mayer, 2016).

e Temperatura: es un factor muy importante a la hora de hablar de
crecimiento flngico, sin embargo, este parametro es menos
restrictivo que la humedad con relacion al desarrollo fungico y a la
produccion de micotoxinas, asi mismo, para la produccion de las
aflatoxinas, estas se desarrollan bajo las siguientes condiciones
térmicas: 12 °© C como temperatura minima y 40 - 42 © C como
méaxima (Dix y Webster, 2005).

e Disponibilidad del agua: la cantidad de agua del sustrato o del
ambiente de produccion y/o de almacenamiento, es un parametro
muy importante a tener en cuenta al analizar las condiciones que
favorecen el crecimiento flngico. Sin embargo, no solo influye la
cantidad de agua sino también la forma de presentacion en la que
esta se encuentra, si combinada o libre (Lacey J y Megan N, 2001).

e Tiempo de almacenamiento: debido al deterioro de las materias
primas y del alimento en general, aumenta el contagio, el desarrollo
de los hongos y bacterias, y por ende la produccién de micotoxinas.
Hay que tener como referencia que, el porcentaje de humedad

relativa es de 80 a 90 % aproximadamente (Mionetto Cabrera, 2017).
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e Ventilacion o aireacién: el flujo de aire creado entre los espacios
intercristalinos ayuda a mantener los niveles correctos de
temperatura e higrometria, de esta manera evita que el sustrato se
sobrecaliente. Por esta razon, es importante utilizar siempre granos
y semillas limpios, sin triturar y libres de polvo, almidén u otros
materiales pulverulentos que bloquearian e interferirian con el flujo
de aire a través de las cavidades creadas entre los granos (Fiama
Aihelen, 2021).

e Factores bioldgicos: atacan los granos, destruyendo las cascaras,
liberando de esta forma almidén, a su vez grasa y diversos nutrientes
de los granos, junto con semillas como el alimento para los hongos.
Ademas, su presencia y metabolismo aumentan la humedad y la
temperatura del sustrato, favoreciendo esta manera el crecimiento

de hongos y la produccion de sustancias toxicas (Gimeno, 2011).

En base al dafio que ocasionan, se han agrupado en especies
primarias, secundarias y terciarias: las especies primarias, son capaces de
dafar granos enteros y tienen gran importancia econémica, mientras que las
especies secundarias, son aquellas que atacan granos partidos o que
previamente han sido dafiados por las primarias y se multiplican con facilidad
en los productos obtenidos de la molienda de granos. Por ultimo, las especies
terciarias se multiplican en granos y productos en avanzado estado de
deterioracion causado por otros insectos o por otros microorganismos
(Velazquez, 2010).

Aunque con mucha frecuencia, se encuentran las micotoxinas
producidas por hongos del género Aspergillus, la sumatoria de las micotoxinas

en los frutos secos, es una suma de 20 ppb (ELIKA, 2013).

2.4 Aflatoxinas
Las aflatoxinas (AFs), son inoloras, insipidas e incoloras quimicamente,
son estables en los alimentos y resistentes a la degradacion bajo
11



procedimientos de coccion normales siendo dificil eliminarlas una vez que se

producen (Soriano, 2007).

Segun Garcia y Mendez (2016), el crecimiento de Aspergillus por
aflatoxinas, llegan a ser el resultado entre hongo, huésped y medio ambiente;
considerando que, la interaccion entre los tres factores determina la
penetracion y la colonizacién del sustrato, asi como el tipo y cantidad de

aflatoxinas producida.

La mayoria de AFs son poco solubles en agua, pudiendo ser extraidas
con solventes organicos moderadamente polares; cuando se encuentran en
estado puro en forma cristalina son termorresistentes, sus puntos de fusion
alcanzan temperaturas superiores a 250 °C y rangos de aflatoxinas 9 pH entre
3y 10 (Abbas, 2009). Aunque los niveles y frecuencias maximas se presentan
en las regiones tropicales y semitropicales, en donde el clima favorece el
crecimiento de los hongos productores de aflatoxinas, puede haber
contaminacion de los alimentos provenientes de zonas templadas. Para el
desarrollo de aflatoxinas, se requieren de limites térmicos como, 12 ° C en
referencia al minimo y 40 - 42 ° C temperatura maxima (Bogantes-Ledezma,
2004).

La aflatoxina B1 (AFB1) tiene el mayor potencial y actividad oncogénica
dafiando diversos O6rganos. La aflatoxina B2 es similar a la B1 excepto que el
primer anillo de furano estd saturado; de igual forma sigue siendo
cancerigena, pero menos toxica y mas comun que el B1. Se han realizado
diversos estudios en los que demuestra que ambos son cancerigenos en
diferentes especies, como distintos mamiferos (Wogan, Edwards, y
Newberne, 1971).

2.4.1 Tipos de aflatoxinas.
Existen aproximadamente, 18 tipos de aflatoxinas de las cuales la mas

toxica es la aflatoxina B1 (AFB1) y la aflatoxina M1 (AFM1) (siendo ésta un

12



derivado metabdlico de la aflatoxina B1). Siguen después en orden de mayor
a menor toxicidad, las aflatoxinas G1 (AFG1), M2 (AFM2), B2 (AFB2) y G2
(AFG2) (siendo la aflatoxina M2, un derivado metabdlico de la aflatoxina B2)
(Martinez, 2013).

2.4.2 Aflatoxinas B1.

Es un compuesto altamente toxico para la mayoria de las especies
animales ademas que pertenece al conjunto de micotoxinas de importancia
en salud publica, ya que es considerada por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) como evidente cancerigena en animales de

experimentacion y también en humanos (Martinez, 2013).

2.4.3 Efectos de las Micotoxinas.

Segun Del Rio Garcia y Méndez Albores (2016), existen una serie de
factores que modifican la calidad nutritiva de los alimentos reflejando las
deficiencias y pérdidas en la produccién animal. Entre estos factores, se
encuentran la presencia de metabolitos toxicos producidos por hongos

(micotoxinas), lo que se ha vuelto un problema sanitario a escala mundial.

Siendo entre esta gran variedad, alrededor de 100 000 especies de
hongos, 400 son considerados potencialmente toxicos ya identificados los

principales Aspergillus, Fusarium y Penicillium.
En los animales, las micotoxinas provocan:
e Los animales rechazan la comida debido a caracteristicas
sensoriales alteradas.

e Tasa reducida de metabolismo de nutrientes en animales debido

a la falta de nutricién y energia.
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e Cultivo de hongos en animales con enfermedades y problemas
causados por diferentes géneros de hongos como Aspergillus
fumigatus, A. flavus, A. nidulans, A. Niger (Del Rio Garcia, 2016).

2.5 Bentonita Sodica
2.5.1 Definicion.

Es una arcilla natural o industrial que pertenece a los minerales no
metalicos (montmorillonite), es un silicato de aluminio, magnesio, sodio, calcio
con estructuras laminar, la cual es capaz de absorber agua interandinamente,
esta capacidad de absorcibn es una propiedad determinante para sus
funciones como aglomerantes y como formador de capas impermeables. Esta
propiedad permite en fundicion utilizar menor cantidad de agua para la mezcla
de arenas y otros aditivos, ademas de incrementar tanto la resistencia en

verde como en seco (Gutiérrez, 2017).

Tapia (2010), en su estudio manifiesta que el impacto del efecto
secuestrante de la bentonita sodica, como contraste con las dosis
suministradas en el alimento, la bentonita en dietas para aves contaminadas
en un rango de 110 y 200 ug/kg de aflatoxinas podrian contrarrestar los
efectos negativos ocasionados por esta micotoxina y con crecimientos

equivalentes a la dieta de control implementada.

2.5.2 Origen y moléculas.

En 1888 en que fueron descubiertas y clasificadas como tales en
FortBenton, Wyoming. U.S.A.,, a causa de una bentonita que poseia
propiedades muy especiales, particularmente la de expandirse en el agua
dando una masa voluminosa y gelatinosa. Las bentonitas son también
llamadas arcillas activadas debido a su afinidad. Las bentonitas se empezaron
a utilizar para este fin en Europa en los afios 50, y se desarroll6 mas tarde en
Estados Unidos. Se utiliza para cementar fisuras y grietas de rocas,
absorbiendo la humedad para impedir que esta produzca derrumbamiento de
tuneles o excavaciones, para impermeabilizar trincheras, estabilizacion de
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charcas, etc. Para que puedan ser utilizadas han de estar dotadas de un
marcado cardcter tixotropico, viscosidad, alta capacidad de hinchamiento y
buena dispensabilidad (Bradanovic, 2007).

2.5.3 Caracteristicas.

La caracteristica principal de la bentonita es su capacidad de
expandirse formando geles. Tixotropicos (geles que reversiblemente se
vuelven liquidos cuando se agitan). Ellos existen dos tipos principales de
bentonita: sodio y calcio. El sodio es mas expansivo y tiene menos
conductividad hidraulica que el calcio, por lo que es ampliamente utilizado en
el sellado e impermeabilizacién. Sin embargo, la bentonita calcica es mas

estable quimicamente si se expone a compuestos (Maldonado Rosero, 2015).

Ademas, la bentonita tiene textura viscosa y pegajosa, su sustancia se
encuentra en la tierra en forma de polvo, se usa como una sustancia
absorbente, y se cree que posee propiedades curativas, se usa comunmente
en productos para el cuidado de la piel, y también se usa en la industria
farmacéutica y cosmética y también se usa como una sustancia absorbente,

y se cree que posee propiedades curativas (Bradanovic, 2007).

2.5.4 Método de accién.
Teniendo en cuenta a Ahonen (2008), define y explica los diferentes

tipos de métodos de accion de bentonita sédica:

e Difraccion de Rayos X (XRD): es un método para identificar fases
cristalinas en el mineral, basandose en la difraccion de una longitud de
onda corta, de radiacidon electromagnética en la superficie regular de la
estructura cristalina (Ahonen, 2008).

e Espectroscopia infrarroja (IR — S): esta basada en la absorcion de
radiaciones infrarrojas por parte de los enlaces quimicos, y esta
asociada con el cambio permanente del momento dipolar. En la
espectroscopia infrarroja convencional el rango de longitud de onda se
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escanea con el cambio de radiacion monocromatica electromagnética,
y la absorcién es medida en funcion de la longitud de onda (Connor,
2019).

Microscopia electronica de barrido (MEB): este método produce
imagenes de alta resolucion, incluso de pequefas particulas, estas
usualmente no pueden ser observadas en el microscopio convencional;
el haz de electrones puede ser enfocado en é&reas de escala
manométrica para la superficie estudiada; el haz de electrones
bombardeado emite poca energia o electrones secundarios, lo cual
resulta en imagenes bien definidas de apariencia tridimensional, los
electrones retro dispersados tienen alta energia y dan como resultado
los reflejos y variaciones en la composicion quimica del material
(Andes, 2019).

Espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRF): este método
frecuentemente usado; el andlisis estd basado en la radiacion de los
rayos X caracteristica de cada elemento, y como en los métodos micro
analiticos el analisis de la radiacién puede ser basado ya sea en el
detector de energia dispersa, como en el detector de longitud de onda
dispersa, usando la difraccién de Braggs; este detector provee infalible
y uniformemente la detecciéon de elementos mas pesados que el flaor.
El método es muy conveniente para el analisis de bentonita, aunque el
contenido de agua y carbén debe ser analizado por otros métodos
(Torres, 2005).

Capacidad de intercambio catiénico (CIC): es el resultado del
desequilibrio de las cargas eléctricas debido a las sustituciones
isomorficas y puede influenciar fuertemente en determinadas
propiedades fisicoquimicas y tecnoldgicas de las arcillas. La capacidad
de intercambio catidnico se mide en miliequivalentes por gramo
(meqg/g), o mas frecuentemente por 100 g (meg/100 g) de arcilla.
Finalmente, los métodos mas empleados para la determinacion del CIC

son: método Chapmans con la absorcion del acetato de amonio,
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método Gillman con la extraccién del cloruro de bario y método del azul
de metileno, con la adsorcion de azul de metileno (Galeano, 2011).

2.5.5 Dosis.

Varias bentonitas, suelen mejorar el porcentaje de cambio en vacas y
aves de corral, llegando a darles la capacidad de aumentar la produccion;
tanto de leche y huevos, por lo general posterior a mejorar el efecto de las
micotoxinas, como con la Vitamina A por ejemplo. Dependiendo del tipo de
alimento, por ejemplo, con el trigo se puede adicionar mas bentonita en
rumiantes, asi ayudando a reducir los problemas de acidosis rumial (Torres,
2005).

Existe evidencia, la cual demuestra que el impacto de la dosis 6ptima
de bentonita sodica para las aves de corral al combinarlo en diferentes
proporciones con el alimento suministrado repercute con un efecto de la

disminucién notoria de las aflatoxinas B1 (Caravaca, 2006).

En EEUU, en los afos setenta, un 5 % de los piensos industriales
incorporaban bentonita. Posteriormente, se redujo el maximo de inclusion
recomendado hasta un 2,5 % y en la actualidad se recomienda seguir un
control estricto o se prohibe su utilizacibn debido a problemas de
contaminaciones (Rodriguez, 2008).

En ponedoras, indica que con piensos isoenergéticos e isoproteicos se
observa una respuesta positiva sobre el peso de las gallinas el primer dia de
puesta y, sin embargo, una reduccién de la produccién de huevos y un
aumento del indice de conversion aumentando el consumo con la bentonita
sédica (Southern, Ward, Biedner, y Hebert, 2004).

2.5.6 Meétodo Elisa.
La produccién de anticuerpos monoclonales y policlonales contra las

fumonisinas ha permitido el desarrollo de inmunoensayos enzimaticos o
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ELISA. Pueden competir directa e indirectamente por las toxinas en los
alimentos, los tejidos animales y los cultivos de hongos. Este es un método
rapido que no requiere el uso de columnas de purificacion y estos kits son
portétiles y faciles de usar, sin embargo, el problema con este método es que
tiende a sobrestimar el contenido de fumonisinas, especialmente en las
muestras mas contaminadas en comparacion con HPLC. o GC-MS
(Maldonado, 2020).
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1Ubicacion del ensayo

El presente trabajo se realizé en la empresa especializada Adilisa S.A.,
ubicada en la ciudad de Guayaquil, via Daule -2.1021410835708063 L, -
79.94057342333925 F, en la cual fabrican y comercializan productos de uso
veterinario, ademas de aditivos y productos nutricionales para uso en

industrias procesadoras de alimentos para consumo humano y/o animal.

Grafico 1. Ubicacién del ensayo.

"L,lf'_!‘::—t 2
’ Grupasa Grupo Papelero @

Fuente: Google Maps

3.2 Duracién del proyecto
El proyecto tuvo una duracion de 7 semanas entre julio y agosto del
afio 2022.

3.3 Equipos y Materiales.
3.3.1 Equipos.

e Molino Foss

19



Equipo NIR’s

Balanza

Agitador

Lector de micropocillos

Pipeteador digital de 100 pL

3.3.2 Materiales.

Mandil

Guantes

Mascarilla kn95

Pipetas graduadas

Maiz en grano como alimento para pollos
Alimento balanceado para pollos preiniciadores
Aditivo nutricional a base de bentonita sédica
Metanol al 70 %

Vasos de precipitacion con capacidad de 250 ml
Papel Filtro

Agujas para pipeteador de 100 pL

Kit para deteccion de micotoxinas Aflatoxinas
Recipientes de vidrio (Vaso precipitado, cristalizadores)
Termdmetro de laboratorio

Acido clorhidrico

Enzima Pepsina

Pancreatina (amilasa, lipasa, proteasa)

3.4 Disefio de lainvestigacion.

La investigacion fue de tipo exploratorio, experimental, descriptivo,

cuantitativo y correlacional; en donde se trabajo con variables que permitieron

establecer las cantidades Optimas de bentonita sodica, las cuales fueron

utilizadas de manera preventiva y correctiva para control de aflatoxina B1 en

muestras de balanceado para pollos preiniciadores.
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La comparativa entre los elementos, permitié conocer la dosis mas
indicada de bentonita sddica para reducir el impacto de las aflatoxinas en el

organismo de los ejemplares.

Los factores que se utilizaron para la realizacion del experimento
fueron:

A: Aflatoxina B1

B: Bentonita Sodica

C: Temperatura

D: Humedad

De acuerdo con estos factores, se planteé la siguiente distribucion con
el modelo matemético con las unidades experimentales para la obtencién de

la variable respuesta reducida de ppb:

Las unidades experimentales se distribuyeron bajo el siguiente modelo

matematico basado en lo anteriormente explicado:

Yijkm=u + Ai + Bj + Ck + Dm + ABIj + ACik + ADim + BCjk + BDjm +
CDkm + EEijkmn

Donde:

Yijkmn: valor de pardmetro de determinacion

u: unidad

Ai: efecto de la cantidad de aflatoxina B1.

Bj: efecto de la cantidad de bentonita sddica.

Ck: Efecto de grado de temperatura.

Dm: Efecto de porcentaje de humedad.

ABIj: Efecto de cantidad de aflatoxina B1 + bentonita sédica.

ACik: Efecto de cantidad de aflatoxina B1 + grado de temperatura.
ADim: Efecto de cantidad de aflatoxina B1 + porcentaje de humedad.

BCjk: Efecto de cantidad de bentonita sddica + grado de temperatura.
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BDjm: Efecto de cantidad de bentonita sédica + porcentaje de humedad.
CDkm: Efecto de grado de temperatura + porcentaje de humedad.
EEijkmn: Efecto del error.

Elaborado por: La Autora

3.4.1 Variables.

3.4.1.1 Variables independientes.
e Dosis de bentonita sodica
e Alimento balanceado para pollos preiniciadores
e Temperatura

e Humedad

3.4.1.2 Variables dependientes.
e Total ppb de aflatoxinas B1

3.4.2 Unidades experimentales.

Para el presente estudio se seleccioné 250 g de 4 tipos de alimentos
(Anexo 3) para pollos preiniciadores, se contrarresto el impacto del secuestre
de la bentonita sbédica sobre las aflatoxinas en dos alimentos no
convencionales (maiz en grano y trigo) y dos tipos de balanceados en pellet
los cuales, fueron adquiridos en la empresa ubicada en el norte de la ciudad

de Guayaquil.

Asi mismo, para calcular la variabilidad de la presencia de las
aflatoxinas en el organismo de los ejemplares (pollos cobb), se selecciond un
tipo de aditivo nutricional, el cual fue adquirido en la empresa mencionada

anteriormente.

En donde se utilizaron 4 alimentos bases (Maiz, Trigo Balanceado 1y
Balanceado 2), siendo estas las muestras utilizadas para un posterior analisis,

se realizd el proceso de toma de muestras respetando los protocolos y
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técnicas de muestreo aceptadas; el muestreo fue de tipo dirigido; el cual
consiste en separar aleatoriamente una cantidad de cada empaque (o
seleccionados aleatoriamente) formando asi una muestra representativa de
un total de 250 g en total de todo el lote, se procede a homogenizar
(sacudiendo delicadamente) y posteriormente se valida la calidad del producto
analizando: el nivel de pH, el porcentaje de humedad y su densidad.

Si no aprueba dichos limites, se rechaza; habiendo aprobado los
limites de cualificacién, se procede a registrarla, acondicionarla de forma
adecuada colocandola en un recipiente o0 empaque esterilizado y que se selle
sin filtracidon de fluidos externos y colocandole un rétulo con sus respectivos
datos (Fecha de registro, Nombre producto, Numero de Lote, Fecha de
caducidad y datos de los resultados obtenidos de analisis). Posteriormente se
almacena en las condiciones ideales preestablecidas y recomendadas por el
fabricante (en el caso de los balanceados; no superior a los 30 °C, ni

superando el 80 % de humedad).

En el Gréfico 2 se muestra el flujograma del muestreo dirigido.
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Gréfico 2. Flujograma proceso de muestreo dirigido.

MUESTREO
DIRIGIDO

SEPARAR ALEATORIAMENTE UN
NUMERO DE MUESTRAS
REPRESENTATIVAS DEL LOTE HASTA
COMPLETAR 250 g.

HOMOGENIZACION DE MUESTRA

ANALISIS DE
CONFORMIDAD CON LAS
CONDICIONES DE RECEPCION DE
MUESTRAS: DENSIDAD,
HUMEDAD, pH.

REGISTRO DE LA MUESTRA

A
ACONDICIONAMIENTO DE LAMUESTRA

\J
DOCUMENTACION DE LA MUESTRA

\

ALMACENAMIENTO DE LAMUESTRA EN
CONDICIONES IDEALES:; 15 *C, 60 g/ m3
(Humedad)

Elaborado por: La Autora
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3.5 Analisis de Laboratorio
3.5.1 Métodos de deteccion de las micotoxinas.

Para conocer el impacto de la bentonita sédica sobre las aflatoxinas
presentes en los alimentos de aves de corral, se procedio a realizar de forma
experimental practica la investigacion; por medio de una simulacion
programada gracias a un programa, que al ingresar datos estandarizados de
limites de cuantificacion y condiciones ideales, determina de forma aleatoria,
las cantidades tanto de presencia de aflatoxinas, como del efecto de secuestro

que llega a tener la bentonita debido a las condiciones ambientales.

Para ello, se trabajé bajo estandares de metodologia ya determinados;
el muestreo de los alimentos con los que se trabajo fue dirigido, es decir, se
tomo6 una muestra representativa de cada empaque de un mismo lote hasta
completar los 250 g homogenizamos la muestra con agitacion manual, se
verifico el estado de los productos con un analisis organoléptico, o que nos
permitié confirmar las 6ptimas condiciones del estado del alimento y de esta
forma se procedio a realizar analisis fisicoquimicos de forma regular; densidad

y humedad y pH.

Al confirmar el correcto estado, se documentd, los acondicionamos en
empaques esterilizados y se procedi6 a almacenar; el dia de la
experimentacién se molié y se tamiz6 en malla 20 (840 micrones) para simular

la trituracion de los alimentos en los animales.

El proceso de digestion sustitutiva se realizé con los elementos
principales como son el &cido clorhidrico y las enzimas que sintetizan los
alimentos de forma mas representativa, siendo las mismas que permiten el
intercambio i6nico para el efecto secuestrante de la bentonita sobre las

aflatoxinas.

En tal sentido, los métodos de detecciébn de micotoxinas son muy

precisos y pudieron detectar la presencia de micotoxinas en muestras

25



pequefias, igualmente estos métodos eran muy sensibles y pudieron detectar

la presencia de micotoxinas en concentraciones muy bajas.

3.5.2 Meétodo Elisa.

Para conocer el impacto y efecto de secuestro del producto a base de
bentonita sddica sobre la aflatoxina, es necesario realizar una lectura de la
cantidad de aflatoxinas presentes en los alimentos luego de la ingesta de los

animales, antes de ser expuestos a la bentonita y después de la exposicion.

3.5.2.1 Digestion sustitutiva.

Para simular una digestion de ave de corral se procedié a pesar 10
gramos de cada una de las muestras de alimentos (maiz, trigo, balanceado 1,
balanceado 2). Posteriormente se procedié a moler cada una de las muestras
ya pesadas anteriormente, habiendo antes realizado un flasheo previo de la
turbina de molino, en cada pausa al moler cada muestra. Se pesé 5 gramos
de la muestra ya molida individualmente, en el caso de las muestras que se
mezclaran con bentonita sédica se procedio a pesar 2.5 gramos del alimento

y combinarlo con 2.5 gramos de la bentonita sédica.

Posteriormente se procedié al ablandamiento con base de &cido
clorhidrico; se inicié con una mezcla en un vaso de precipitacion de 25 ml de
acido clorhidrico y los 5 gramos previamente pesados del alimento en el caso
de la muestra libre y los 2.5 gramos de alimento mas los 2.5 gramos de
bentonita sédica combinados. Se agit6 a 27 grados centigrados en un agitador

mecénico la mezcla por un lapso de 10 minutos.

Se procedié con el desdoblamiento enzimatico, combinando la mezcla
previamente agitada mas 0.5 gramos de enzima proteasa mas 0.5 gramos de
enzima pancreatica por un lapso de 30 minutos a 27 grados centigrados en

un agitador mecanico.
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Se realiz6 la extraccion de la muestra por medio del método de filtracidn
usando papel filtro N° 1.

En el Grafico 3 se presenta el flujo de proceso de digestion sustitutiva.

Gréfico 3. Flujograma del proceso de digestion simulada.
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Elaborado por: La Autora
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3.5.2.2 Analisis Bicromético.

Para iniciar con la lectura del resultado del analisis bicromatico, se
comenzo pesando 5 gramos de la muestra obtenida de la digestion simulada
mezclado con 25 ml de metanol al 70 % en un vaso de precipitacion. Eso se
agité durante 3 minutos mecanicamente en un agitador mecanico y se vertid

5 ml de la mezcla en filtro N° 1.

Las condiciones ambientales, fueron ajustadas a ideales para realizar
los analisis sugeridos y el proceso dé los resultados presuntos. En la Tabla 1
presentamos los pardmetros con los que se trabajo para un 6ptimo resultado.

Tabla 1. Datos tabulados de limites de cuantificacién requeridos para
andlisis ELISA

AC/

ALIMENTO AER BENTONITA TEMPERATURA HUMEDAD
Maiz 0.139 0 15 60
Trigo 0.309 0 15 60

Balanceado

0.323 0 15 60
1
Balanceado
0.3 0 15 60
2
Maiz 0.289 2.5 15 60
Trigo 0.293 2.5 15 60
Balanceado
L 0.292 2.5 15 60
Balanceado
5 0.288 2.5 15 60

Elaborado por: La Autora

Del Kit para el analisis de aflatoxinas presente en alimentos, se retira

un micropocillo marcado en rojo por cada muestra y adicionalmente 4

micropocillo para los reactivos. En este caso fue un total de 12 micropocillos;
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se retir6 una cantidad igual de micropocillo recubiertos con anticuerpos, se
verti6 100 pL en cada micropocillo marcado en rojo en cada muestra,

realizando el siguiente procedimiento:

e Se transfirio 100 pyL de controles y muestras a los micropocillos
marcados en rojo, se mezclé pipeteando hacia arriba y hacia
abajo las mezclas de cada micropocillos, alternando las puntas
pipeteadoras entre cada muestra, llevando esta mezcla a los
micropocillos con anticuerpos y mezclando durante 2 minutos.

e Se vacio el contenido de las muestras de los micropocillos.

e Se procedio a lavar por 5 veces con agua destilada, agilmente,
evitando que se mezclen entre si, sacudiendo, y dejando secar
bien.

e Se vertio 100 uL del sustrato a cada micropocillo, mezclando por
3 minutos, procediendo a vaciar el sustrato.

e Se enjuago con agua destilada, dejando secar bien, vertiendo la
solucion Stop, mezclando reiteradamente con las microagujas
intercambiandolas entre cada muestra.

e Se esperd durante 20 minutos para posteriormente correrlo en el

sistema lector Bicromatico, finalmente, se imprimio el resultado.

A continuacion, en el Grafico 4, se muestra flujograma del proceso para

poder realizar la lectura del andlisis Bicromético.
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Elaborado por: La Autora

3.5.3 Esquema del experimento.
El presente estudio fue realizado bajo las restricciones que se

presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Restricciones

Nombre Unidades Minimo Méaximo
A Aflatoxina B1 ppb 0 125
B Bentonita g 0 20
C Temperatura °C 15 30
D Humedad % 60 80

Elaborado por: La Autora

Las restricciones utilizadas delimitan los limites de cuantificacion de las
diferentes variables que van a definir el estado del alimento (porcentaje de
aflatoxinas presente) o de la eficiencia de la bentonita sodica, dentro del rango
permitido la cual se basa en las respectivas unidades para calcular, cabe

recalcar, éstas son variables aceptadas teéricamente.

Lo que se buscd es corroborar la valencia de éstas limites de
cualificacion a través de la relacion matematica antes presentada,

automatizado dentro del programa Design Expert.

En la experimentacién practica, se trabajo bajo las condiciones idéneas
establecidas (15 °C temperatura ambiental y 60 % de humedad).

3.5.4 Definicion de las variables de operacionalizacién.

En la Tabla 3, se muestra el concepto de las variables utilizadas en
este experimento, las mismas que causan los cambios tanto en los alimentos
como en la bentonita. Cabe recalcar la importancia del impacto de las

condiciones del almacenamiento de los alimentos y la bentonita sédica.
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INDEPENDIENTES

DEPENDIENTE

Tabla 3. Definicion de las variables de operacionalizacion

VARIABLE

DEFINICION

DOSIS DE
BENTONITA
SODICA

TEMPERATURA

ALIMENTO

HUMEDAD

Total de ppb /
AFLATOXINA

Cantidad de bentonita sédica en combinacion con el
alimento avicola necesaria para obtener el resultado
de secuestro sobre la aflatoxina deseado (Prado,
2018).

Las reacciones quimicas se acompafan con efectos
de calor y si logran ser bastante grandes, causarian
un cambio significativo en la temperatura de la
reaccion, por consiguiente, estos efectos se deben
tomar en consideracion. De forma general, la
constante de velocidad de reaccion se dilata con un
incremento en su temperatura (Monje, 2003).

Un alimento es una sustancia que tiene la propiedad
de otorgar a un determinado organismo los nutrientes
y la energia, asi como, que conservar su capacidad
nutricional, su atractivo a los sentidos, su pureza y su

frescura (Reig y Anesto, 2002).

La humedad se basa en el cociente de la fraccion
molar de agua a una temperatura y su presion, dadas
gue entre la fraccion de molar de vapor de agua en su
condiciobn de saturacién llega a ser la misma

temperatura y presion (Davila y Martines, 2016).

Cantidad total de aflatoxinas Bl presentes en la
muestra calculadas en partes por billén, siendo las
micotoxinas mas estudiadas por sus efectos

toxicoldgicos agudos (Cedefio y Romero, 2020).

Fuente: Varios Autores

Elaborado por: La Autora
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3.4.5 Simulacién programada.

Una vez establecidas las restricciones de la Tabla 1, y conocidos los
factores de la Tabla 2, los cuales causaron una varianza y sus limites para
implementar varios escenarios en donde se desarrollé la racionalizacion de
las dosis de bentonita sddica sobre los alimentos, para su posterior ingesta,
pero en busqueda de evitar la absorcion digestiva del ejemplar, las mismas
fueron ingresadas en el software estadistico Design Expert, el cual establecio
24 tratamientos, realizando correlaciones entre la cantidad de aflatoxinas que
posee el alimento, se pudo referenciar que cuando se encontrd en su estado
mas puro, mas porcentaje de aflatoxinas B1 posee, la cantidad de bentonita
sbdica incorporada a la combinacion con el alimento, y la imprecisa variacién
de la temperatura y la humedad ambiental presentes. La correlacion existente,

se pudo constatar con la del Total ppb obtenido.

Adicionalmente, la temperatura y la humedad son factores que no se
pueden dejar de lado, siendo esta la consecuencia que repercute en los
resultados; es asi como se llegan a obtener diferentes variaciones de
diferentes factores, las cuales se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Disefio de mezclas de tratamientos

Factor A Factor B Factor C Factor D TOTA
Aflatoxina B1 Bentonita Temperatura Humedad L ppb
Sodica
114.19 10.801 15 60
105 0 15 80
73.650 18.114 29.095 79.139
105.64 0 23.451 70.905
87.29 10.792 21.909 80
94.091 20 19.93 65.971
57.29 10.792 21.909 80
103.94 11.155 24.90 60
112.72 1.7999 15 70.473
92.210 8.3925 30 69.396
87.25 20 30 62.75
96.467 4.6953 22.546 76.290
102.52 10.63 15 71.842
110 0 30 60
90 0 30 80
57.529 9.4702 30 80
120.60 0 16.417 62.976
85 20 15 80
83.217 17.071 26.989 72.721
55.64 8.24 23.451 70.905
92.210 8.3925 30 69.396
93.52 15.131 16.37 74.97
94.091 20 19.93 65.971
103.94 11.155 24.90 60

Elaborado por: La Autora
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3.5.5 Procedimiento.

Cada muestra de alimento para pollos se sometid a una
simulacion de digestion, utilizando reactivos quimicos que
ayudaron al ablandamiento, desdoblamiento de proteinas,
almidones y aminoacidos. Posteriormente, se sometio el “quimo”
a la captura de las aflatoxinas con la asimilacion de la bentonita
sodica.

Cada muestra al ser analizada se recolecto de acuerdo con las
técnicas de muestreo aceptadas.

Las muestras se trituraron y mezclaron bien antes de proceder
con la extraccion. Se almacend a 2 — 8 ° C hasta que se analicen.
Se agitdé vigorosamente, ya sea manualmente, 5 gramos de
muestra triturada en una solucion de 25 mL de metanol al 70 %
durante 3 minutos.

Se filtro el extracto obtenido vertiendo al menos 5 mL a través
de un filtro N ° 1.

Se permiti6 que los reactivos se calienten a temperatura
ambiente entre 18 y 30 ° C.

Se retir6 un micropocillo de mezcla marcado en rojo para cada
muestra a ser analizada, mas 4 micropocillos marcados en rojo
para cada control.

Se coloco en la gradilla para micropocillos.

Se retir6 una cantidad igual de micropocillos recubiertos con
anticuerpos.

Se marcd un extremo con un uno (1) y colocar la tira en la gradilla
para micropocillos con el extremo marcado para la izquierda. No
se marco el interior ni la parte inferior de los mismos.

Se mezclé cada reactivo revolviendo la botella del reactivo antes
de usar.

Se vertié 100 pL de la muestra y 100 uL del conjugado de los

reactivos.
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e Se obtuvo los resultados dentro de los siguientes 20 minutos.

e Por lo antes expuesto una vez realizado el proceso se
establecieron las dosis que se ajustaron a la reduccién y
correccion de aflatoxina B1 presente en alimento balanceado

para pollo preiniciadores.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados
En un ambiente con temperatura y humedad controlada, las ppb de
aflatoxinas B1 presentes en los alimentos, permitieron conocer la reaccion y
a su vez el beneficio de contar con bentonita sédica en los alimentos de los

pollos.

También, el conocer el detalle de los parametros necesarios para
evaluar el producto a base de bentonita sédica previsto por la empresa, el cual
se detalla en la Tabla 5; en la cual se puede visualizar que cumple con los

pardmetros requeridos.

Tabla 5. Indicadores de Calidad Bentonita Sédica
ENSAYOS ESPECIFICACIONES RESULTADOS

Apariencia Solido fluido Cumple
Color Beige Cumple
Olor Caracteristico del Cumple

producto

Humedad Max. 8.0 % 5.60 %

Densidad 0.65-1.00 g/mL 0.81 g/mL

Elaborado por: La Autora

Mediante el procedimiento en el laboratorio, se concluy6 el impacto de
la bentonita sédica al 97 % en los alimentos para pollos. La Tabla 2 demuestra

las variables que implican las dosis por el método de probabilidades.
Los resultados obtenidos, demostraron que la presencia, y por ende la

absorcion de las aflatoxinas, en los animales, disminuye radicalmente luego

de la adicion de la bentonita s6dica al alimento.
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En el proceso, por ser una digestion simulada, la cantidad de bentonita
sddica se perfila en porcentajes muy altos. Es decir, por partes iguales tanto
de bentonita como de alimento. En este caso, trabajamos con 2.5 g de
alimento y se mezcl6 con 2.5 g de bentonita sodica. Esto, permitié conocer a
mayor escala el impacto de secuestro y de forma més representativa el mismo
en los alimentos. Lo que permitid6 corroborar el efecto de secuestro de la

bentonita sobre las aflatoxinas.

A continuacion, los datos tabulados en la Tabla 6 de los resultados

obtenidos por este método bicromatico

.Tabla 6. Tabulados por analisis Bicromatico
AC/ BENTONI TEMPERAT HUMED TOTA

AFB TA URA AD L ppb
Maiz 0.139 0 15 60 135
Trigo 0.309 0 15 60 30.5
Balanceado
L 0.323 0 15 60 325
Balanceado
5 0.3 0 15 60 30.3
Maiz 0.289 2.5 15 60 2.7
Trigo 0.293 2.5 15 60 2.5
Balanceado
L 0.292 2.5 15 60 2.6
Balanceado
5 0.288 2.5 15 60 2.7

Elaborado por: La Autora

En el resultado impreso por el equipo Bicromatico (Anexo 1), los
resultados de las rejillas B que, en este caso fue la posicién donde se colocé

la tirilla con los micropocillos; considerando que, en el experimento practico,
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el orden de la posiciébn de las muestras fue paralelamente opuesta a la

tabulada.

Para alimentos balanceados con un alto riesgo de contaminacion y
condiciones desfavorables de almacenaje (temperatura y humedad elevada)
en base a los resultados obtenidos al programa Design Expert se puede
determinar que la dosis correctiva para alimento contaminado seria de 5 kg/
TM.

En el Grafico 5 se presenta el impacto de la bentonita sédica.

Grafico 5. Impacto de Bentonita Sodica.
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Elaborado por: La Autora

Cabe destacar la incidencia de la bentonita sédica y su capacidad de
secuestro sobre las aflatoxinas presentes en los alimentos sin su
combinacion, frente a los que contienen el secuestrante. Al comparar las
primeras 4 muestras sin aplicacion del adsorbente, la presencia de las

aflatoxinas llega a estar hasta un 13 % con mas incidencia que los 4
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siguientes, siendo muestras combinadas con el secuestrante, la incidencia
mas alta llega a estar hasta en un 6 %, de acuerdo con el estandar
establecido, esta diferencia representa una ventaja economica significativa

para la industria de alimentos balanceados.

En el Gréafico 6 se presenta la incidencia de la bentonita sodica.

Grafico 6. Incidencia Bentonita sodica.

Balanceado 2,
0.288, 13%

Balanceado 1,
0.292,13%

Malz, 0.289, 13N

Elaborado por: La Autora

4.2.2 Evaluacion simulacién - préactica.

Mediante el uso del programa Design Expert, y las corridas aleatorias
en base a las restricciones limitadas, podemos determinar en cuanto al
resultado obtenido, que cuanto mas producto se aplica, mejor resultado
obtenemos en el producto final, siempre y cuando considerando las variables
ambientales como son temperatura y humedad, las cuales repercuten

significativamente en el efecto de la reaccion de la bentonita sédica.
A continuacion, en el Gréafico 7 se puede observar el impacto de las

condiciones ambientales en el efecto de secuestro de la bentonita sédica

segun Tabla 7.
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Gréafico 7. Incidencia de variables ambientales.
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Elaborado por: La Autora

Cada muestra se encontraba en su estado bruto, y realizando
combinacion con cada uno, es decir, el producto a base de bentonita sddica,
el cual fue provisto por la empresa para su posterior analisis. Se simulé una
digestion enzimatica de aves de corral para la adsorcion de las aflatoxinas por
parte de la bentonita sédica, para posteriormente conocer la presencia de las
aflatoxinas a través de un analisis ELISA (por longitudes de ondas -
espectrofotometria) lo cual, contrarrestdé la capacidad de secuestro de la

bentonita en cada uno de los alimentos.

Luego, al haber verificado la capacidad de secuestro de la bentonita,
se procedi6 realizar el simulado de los datos que teéricamente son los limites
de cuantificacién de los parametros, sin embargo, al momento que se corrid
el programa, obtuvimos como resultado que el programa automaticamente
propone parametros para obtener los resultados mas préximos a los casos
reales, siendo menor cuando hubo un mayor efecto de la bentonita sddica

sobre el secuestro de las aflatoxinas presentes en el alimento.

Se obtuvo como resultado, datos mas concretos en relacién con la
cantidad de aflatoxinas presentes en los alimentos bajo la incidencia de la

bentonita sddica. En la Tabla 7 se presenta el resultado final.
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Tabla 7. Resultado final de simulacién programada.

PRUEBA  AC- BENTONIT TEMPERATUR HUMEDA TOTA

S AFB A A D L PPB
1 114.19 10.801 15 60 64.344
2 105 0 15 80 83.181
3 73.650 18.114 29.095 79.139 54.72
4 105.64 0 23.451 70.905 83.934
5 87.29 10.792 21.909 80 77.929
6 94.091 20 19.93 65.971 75.766
7 57.29 10.792 21.909 80 27.929
8 103.94 11.155 24.90 60 77.384
9 112.72 1.7999 15 70.473 80.182
10 92.210 8.3925 30 69.396 87.398
11 87.25 20 30 62.75 90.48
12 96.467 4.6953 22.546 76.290 83.228
13 102.52 10.63 15 71.842 75.31
14 110 0 30 60 88.909
15 90 0 30 80 82.264
16 57.529 9.4702 30 80 27.032
17 120.60 0 16.417 62.976 81.947
18 85 20 15 80 60.363
19 83.217 17.071 26.989 72.721 93.489
20 55.64 8.24 23.451 70.905 22.934
21 92.210 8.3925 30 69.396 87.398
22 93.52 15.131 16.37 74.97 80.493
23 94.091 20 19.93 65.971 75.766
24 103.94 11.155 24.90 60 77.384

Fuente: Design Expert

Elaborado por: La Autora
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4.2 Discusion

Caravaca (2006), manifiesta que existe evidencia, que demuestra el
impacto de la dosis Optima de bentonita sodica para las aves, al combinarlo
en diferentes proporciones con el alimento suministrado, repercute con un
efecto de la disminucién notoria de las aflatoxinas B1, por ende, la incidencia
de los efectos toxicos para los ejemplares, la dosis optima se manifiesta
dependiendo de la naturaleza del alimento, su estado de procesamiento y las
condiciones de almacenaje. Por lo antes expuesto, en el presente trabajo, al
experimentar con muestras procesadas, empacadas y almacenadas bajo
parametros ideales, se puede reflejar los porcentajes de las dosis requeridas

y necesarias en diferentes alimentos.

Segun Garcia y Mendez (2016), el crecimiento de Aspergillus por
aflatoxinas, son el resultado entre hongo, huésped y medio ambiente.
Considerando la interaccion entre los tres factores que determinan la
penetracion y la colonizacién del sustrato, asi como el tipo y cantidad de
aflatoxinas producida. Para Bogantes (2004), las condiciones Optimas en los
niveles y frecuencias maximas se presentan en las regiones tropicales y
semitropicales, en donde el clima favorece el crecimiento de los hongos
productores de aflatoxinas, puede haber contaminaciéon de los alimentos
provenientes de zonas templadas, ya que el Aspergillus flavus esta distribuido
universalmente y alimentos contaminados han sido detectados en todo el
mundo. Para que exista desarrollo de las aflatoxinas, se deben someter a las
siguientes limitaciones de temperatura: 12 °© C como minima, y 40-42 ° C como
temperatura maxima. En consecuencia, en la experimentacién programada,
se pudo demostrar, que entre menos idéneas las condiciones de
almacenamiento tanto del alimento o de la bentonita, el efecto repercute; en
una mayor presencia y por lo tanto mayor incidencia de las aflatoxinas sobre
el alimento. Por el lado de la bentonita soédica y su efecto, el ambiente de
almacenaje, desencadenan la efectividad con la que actuara para el secuestro

de las aflatoxinas.
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Tapia (2010), en su estudio manifiesta que el impacto del efecto
secuestrante de la bentonita sddica, en contraste con las dosis suministradas
en el alimento que, previamente ha sido contaminado con aflatoxinas, asi
mismo, conforme a las cantidades de estas, la bentonita en dietas para aves
contaminadas con 110 y 200 ug/kg de aflatoxinas contrarrestaron los efectos
negativos ocasionados por esta micotoxina y con crecimientos equivalentes a
la dieta de control implementada. La corrida aleatoria preprogramada, gracias
a una férmula previamente configurada por el sistema, nos dio como resultado
el impacto del efecto secuestrante de la bentonita sodica sobre los alimentos
altamente contaminados con margenes de hasta 125 ppb de aflatoxinas. Los
resultados estandarizan un préximo del 10.46 % de bentonita sédica, a su vez,
disminuyendo hasta el 56.35 % de concentracion de aflatoxinas y por lo tanto

ingesta de estas micotoxinas en los ejemplares.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
Con base en los resultados obtenidos en los analisis de resultados de
las experimentaciones, tanto practica como simulada, llevadas a cabo se

puede llegar a las siguientes conclusiones:

e En las condiciones experimentales realizadas, la adicion de 2.5 g de
bentonita sddica, neutralizando a un equivalente 3 ppb de aflatoxinas
en los alimentos para pollos cobb. La inclusién del 0.0025 al 0.005 %
(3 kg —5 kg por TM) de bentonita sddica como absorbente fue suficiente
como para neutralizar parte de los efectos negativos de las aflatoxinas.

e Segun los andlisis desarrollados tanto experimentalmente como
simulados, indican que el efecto de la bentonita sédica sobre grandes
cantidades de aflatoxinas, pueden impactar hasta el 94 %, obtenidos
del promedio de impacto de secuestro en el experimento simulado.

e En cuanto a la vida util de la bentonita sddica, bajo condiciones
adecuadas (menor a 30 °C y con un % humedad menor a 80 %) los
analisis simulados, demostraron gran incidencia por un periodo de 24
meses.

e En el andlisis de la incidencia de las variables ambientales, el impacto
se mostré negativamente frente a las condiciones de humedad
ambiental presentadas. Es decir, frente a una gran exposicion de
humedad, las aflatoxinas son mas presentes, debido que el ambiente
permite su rapida proliferacion o interrumpe su efecto.

e Elalimento procesado (pellet) podrian llegar a ser la mejor opcién para
la aplicacion de estos productos ya que son controlados con ensayos
los cuales delimitan los limites a ciertos parametros de calidad y su facil

recepcion del efecto de la bentonita sédica.
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5.2 Recomendaciones
Con base en los resultados obtenidos en los analisis de las
experimentaciones, tanto practica como simulada, llevadas a cabo, se puede

recomendar lo siguiente:

e Controlar el ambiente de almacenaje del alimento balanceado (no
mayor a los 30 °C), para asi evitar proliferacion de micotoxinas.

e Emplear correctas dosificaciones de la bentonita considerando los
3 puntos mas considerables; alimento al cual se suministrara el
aditivo, tipo de ejemplar y variables ambientales en las que se
suministrara.

e Profundizar en las diferentes investigaciones necesarias para fijar
el tipo de dosificacidon requerida y estabilizar procesos de ingesta.

e Realizar estudios mas profundos con periodos de pruebas mas
amplios e impactos en la digestion de ejemplares vivos, marcando

plazos, locaciones y tipos de aves.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlisis Bicromatico
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Anexo 2. Andlisis Calidad Bentonita Sédica

CERTIFICADO DE ANALISIS

REVISION: 30/04/15

Fecha: 0606/08/2022
Certificado N*.01

DETALLE DEL PRODUCTO:
Nombre del Producto: Guardidn
Presentacion: Saco de 25 Kg
Fecha de Elaboracion: 05/08/2022
Fecha de Expiracién:  05/08/2023
N. de lote: 15MO/4351622

DETALLE DEL ANALISIS:
ENSAYOS ESPECIFICACIONES | RESULTADOS
Apariencia Solido Fluido Cumple
Color Beige Cumple
- Olor Caracteristico dol Producto Cumplo i
Humedad Mix. 80% 56%
Densidad 0.65 - 1.0 g/l 081 g/ml

#W /Q&Avﬁé
: Mayra Rodriguez S.

Gerencia de Aseguramiento de Calidad
Aditivos y Alimentos S.A.
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Anexo 3. Alimentos usados para experimentacion practica
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Anexo 5. Enzimas usadas en digestion simulada
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Anexo 7. Exposicion a reactivos para determinacion aflatoxina

Anexo 8. Obtencién de resultados

57



SSENESCYT

DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo, Ortega Veintimilla, Doménica Paulette, con C.C: # 0953640489 autora del
Trabajo de Titulacién: Evaluaciéon de la capacidad de secuestro de la bentonita
sddica en aflatoxinas Bl de Aspergillus spp, presente en el alimento
balanceado para pollos preiniciadores en el norte de la ciudad de Guayaquil
previo a la obtencion del titulo de Médica Veterinaria y Zootecnista en la

Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil.

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligacibn que tienen las
instituciones de educacion superior, de conformidad con el Articulo 144 de la
Ley Organica de Educacion Superior, de entregar a la SENESCYT en formato
digital una copia del referido trabajo de titulacion para que sea integrado al
Sistema Nacional de Informacion de la Educacion Superior del Ecuador para
su difusién publica respetando los derechos de autor.

2.- Autorizo a la SENESCYT a tener una copia del referido trabajo de
titulacion, con el propésito de generar un repositorio que democratice la

informacion, respetando las politicas de propiedad intelectual vigentes.

Guayaquil, 16 de septiembre del 2022

f.
Ortega Veintimilla, Doménica Paulette
C.C: 0953640489




SENESCYT

REPOSITORIO NACIONAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

FICHA DE REGISTRO DE TESIS/TRABAJO DE TITULACION

Evaluacién de la capacidad de secuestro de la bentonita sédica
TEMA Y SUBTEMA: En aflatoxinas Bl de Asper_gl_IIL_Js spp, presente en el allmento
alanceado para pollos preiniciadores en el norte de la ciudad
de Guayagquil.
AUTOR(ES) Ortega Veintimilla, Doménica Paulette
REVISOR(ES)/TUTOR(ES) Ing. Jorge Ruperto Velasquez Rivera, Ph. D
INSTITUCION: Universidad Catolica de Santiago de Guayaquil
FACULTAD: Educacion Técnica para el Desarrollo
CARRERA: Medicina Veterinaria y Zootecnia
TITULO OBTENIDO: Médica Veterinaria y Zootecnista
FECHA DE PUBLICACION: 16 de septiembre del 2022 | No. DE PAGINAS: | 57
AREAS TEMATICAS: Nutricion Animal, Micotoxinas, Alimento.
PALABRAS CLAVES/ Aflatoxinas, Alimento, Bentonita Sédica, Dosis, Restricciones,
KEYWORDS: Parametros.
RESUMEN/ABSTRACT:

Las micotoxinas, presentes en los alimentos usados por parte de las industrias avicolas, es un
importante tema de estudio y una de las mayores preocupaciones, debido a los dafios que causa
en los animales, a los productores y empresas del sector avicola. Al no existir una técnica eficiente
para la eliminacion de las aflatoxinas, se evalud el impacto de la adicién de un secuestrante o
adsorbente usando como base la bentonita de sodio en la nutricion de pollos preiniciadores, a fin
de disminuir la absorcién en la ingesta y reducir los efectos de las aflatoxinas. El enfoque
investigativo, fue de tipo exploratorio, experimental, descriptivo, cuantitativo y correlacional. Se
realizaron dos tipos de experimentos. Se utlizaron 4 alimentos bases sin procesar, y
combinandolo cada uno con el producto a base de bentonita sddica, para su posterior analisis.
Se simul6 una digestion enzimatica de aves para la adsorcion de las aflatoxinas por parte de la
bentonita sddica, y asi conocer su efecto a través de un analisis de espectrofotometria. Lo cual,
contrarrestaria la capacidad de secuestro de la bentonita en cada uno de los alimentos. Para el
segundo tipo de experimento se aplico la metodologia de matrices correlaciénales, se realiz6 una
experimentacién simulada, se ingresO las restricciones en sus respectivas unidades con los
limites, formando una matriz 4 x 24. Se determiné que la dosis sugerida es: 0.0025 % a 0.005 %.

ADJUNTO PDF: &J si [ ] NO
CONTACTO CON AUTORIES: Teléfono: +593- | E-mail:

9-83449165 domenica.ortega0l@-cu.ucsg.edu.ec
CONTACTO CON LA Nombre: Dra. Melissa Joseth Carvajal Capa M. Sc.
INSTITUCION (COORDINADOR Teléfono: +593-9-83448583
DEL PROCESO UTE): E-mail: melissa.carvajal01@cu.ucsg.edu.ec

SECCION PARA USO DE BIBLIOTECA

N°. DE REGISTRO (en base a datos):

N°. DE CLASIFICACION:

DIRECCION URL (tesis en la web):




