
*Universidad Central de Venezuela. Instituto de Producción Animal. Facultad de Agronomía. Apartado Postal 4579. 
Maracay, estado Aragua. Venezuela

Correo-E:ajojeda99@yahoo.com
         Recibido: 13/03/14 - Aprobado: 20/11/14

EfEcto dE un SEcuEStrantE dE MicotoxinaS SobrE la Producción dE GaS 
y dEGradación ruMinal in Vitro dE Harina dE Maíz con aflatoxina b1

Effect of Mycotoxin Binder on in Vitro Gas Production and Ruminal Degradation 
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rESuMEn 

Con el propósito de evaluar el efecto de un 
secuestrante comercial de micotoxinas (SM) 
con base en glucomananos, sobre la producción 
de gas y degradación ruminal in vitro, se incubó 
harina de granos de maíz (Zea mayz L.) en licor 
ruminal con concentraciones de aflatoxina B1 
(AFB1) de 4, 8 y 12 ppb, respectivamente, y 
proporciones de AFB1: SM de 1:75000 (SM-
75), 1:150000 (SM-150) y 1:225000 (SM-
225). Adicionalmente, se consideró un tratamiento 
sin inclusión del secuestrante de micotoxinas 
(SM-0). La producción de gas se registró a las 3, 
6, 9, 12, 16 y 24 h, y la actividad del SM a las 
3 h de incubación. La información fue analizada 
utilizando un diseño completamente aleatorizado 
con arreglo factorial 3x4. La concentración 
de AFB1 afectó negativamente (P<0,05) la 
producción de gas, con el mayor impacto a las 9 
h, cuando 12 ppb [5,15 mL/g de materia seca 
(MS)] generaron una reducción en la producción 
de gas, en comparación con 4 y 8 ppb (6,57 y 6,01 
mL/g MS), respectivamente. Independientemente 
del nivel utilizado y luego de 24 h de incubación, 
el uso de SM incrementó (P<0,05) la producción 
de gas respecto al SM-0 en 25,5% (68,5 vs. 
56,6 mL/g MS, respectivamente). En todos los 
tratamientos, SM-75 mostró la mayor producción 

abStract

To evaluate the effect of a commercial mycotoxin 
binder (MB) based on glucomannans, on the in 
vitro gas production and ruminal degradation, maize 
(Zea mayz L.) grain meal was incubated in ruminal 
liquor with aflatoxin B1 (AFB1) concentrations of 
4, 8 y 12, respectively, and proportions of AFB1: 
MB of 1:75000 (MB-75), 1:150000 (MB-
150), and 1:225000 (MB-225). Additionally, a 
treatment without MB was considered (MB-0). 
Gas production was measured at 3, 6, 9, 12, 16, 
and 24 h, and MB activity after 3 h of incubation. 
Data was analyzed using a completely randomized 
design with a 3x4 factorial arrangement. The 
results show that gas production was negatively 
affected by AFB1 concentration (P<0.05), with 
the higher impact at 9 h, when 12 ppb [5.15 
mL/g of dry matter (DM)] generated a reduction, 
when compared to 4 and 8 ppb (6.57 and 6.01 
mL/g of DM, respectively). Regardless of the level 
used and after 24 h of incubation, the use of MB 
increased (P<0.05) gas production in 25.5%, 
compared to SM-0 (68.5 vs. 56.6 mL/g of DM, 
respectively). In all treatments, MB-75 showed 
the highest gas production without improvements, 
due to further increases in the ratio MB: AFB1. 
The AFB1 concentration negatively affected (P 
<0.05) degradation of DM of maize meal, with 
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de gas, sin mejoras debido a aumentos adicionales en 
la relación SM:AFB1. La concentración de AFB1 
afectó (P<0,05) negativamente la degradación de 
la MS de la harina de maíz, con una reducción del 
39,8%, luego de 12 h de incubación. La capacidad 
secuestrante fue del 86,0 ± 3,34%, sin diferencias 
(P>0,05) debida al nivel de AFB1 o a la relación 
AFB1:SM. Estos resultados demuestran que el 
aditivo biotecnológico evaluado, reduce el impacto 
negativo de la AFB1 sobre la producción ruminal in 
vitro de gas y la degradación aparente de la MS.

(Palabras clave: Aflatoxinas; gases; in vitro; 
Aspergillus flavus; harina de maíz; degradabilidad 
ruminal; detoxificación metabólica; raciones) 

a reduction of 39.8%, after 12 h of incubation. 
The binding capacity was 86.0 ± 3.34%, without 
differences (P<0.05) due to AFB1 concentration 
or AFB1: MB relation. These results demonstrate 
that the assessed biotechnological additive reduces the 
negative impact of AFB1 on the in vitro ruminal gas 
production and apparent DM degradation.

(Key words: Aflatoxins; gases; in vitro; Aspergillus 
flavus; corn flour; metabolic detoxification; rations) 

introducción

Las micotoxinas son compuestos derivados 
del metabolismo secundario de hongos,  las cuales 
cuando están presentes como contaminantes en 
alimentos balanceados, henos o silajes, pueden 
constituir residuos tóxicos en los productos de 
consumo humano, generados a partir de los sistemas 
de producción animal [1].

Las aflatoxinas son micotoxinas de amplia 
difusión en ambientes tropicales, y de éstas, la 
Aflatoxina B1 (AFB1) es una difuranocumarina 
que genera disfunción hepática y renal, además de 
daño genético de tipo carcinogénico, teratogénico 
y mutagénico [2]. Aunque se estima que el medio 
ruminal puede degradar hasta un 10% de la 
AFB1 ingerida, este proceso genera aflatoxicol, un 
compuesto  de elevada toxicidad el cual es absorbido 
por el epitelio del tracto digestivo. Por su parte, la 
fracción de AFB1 que alcanza el torrente sanguíneo 
se convierte a nivel tisular en Aflatoxina M1, la cual 
se une covalentemente a macromoléculas celulares 
para acumularse en hígado, riñones y pulmones 
[2,3], generando disminución de la velocidad de 
crecimiento y una baja conversión de alimento [4]. 
Estos efectos se deben principalmente a interferencias 
sobre diversos sistemas enzimáticos ligados al 
metabolismo intermediario de nutrientes y el sistema 
inmunológico [5]. 

Una estrategia para reducir los efectos deletéreos 
de las micotoxinas es la incorporación a la ración de 
agentes secuestrantes, productos que actúan para 
reducir su biodisponibilidad y prevenir su absorción 

a nivel gastrointestinal, disminuyendo el impacto 
tóxico directo al animal e indirecto al ser humano 
[6]. Actualmente, se dispone de secuestrantes con 
base en paredes celulares de levaduras, los cuales 
han sido evaluados y utilizados en la elaboración de 
alimentos balanceados para animales no rumiantes 
[7, 8], con un impacto en rumiantes que aún no ha 
sido suficientemente caracterizado en términos de 
su influencia sobre parámetros de la fermentación 
ruminal.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de 
un secuestrante de micotoxinas con base en paredes 
celulares de levaduras sobre la producción de gas 
y degradación ruminal in vitro de harina de maíz 
contaminada con AFB1.

MatErialES y MétodoS

La evaluación se realizó en los Laboratorios de  
Micotoxicología y Nutrición Animal, adscritos a la 
Facultad de Agronomía de la Universidad Central de 
Venezuela, y localizados en Maracay-Edo. Aragua 
(10º 16’ 20” N y 67º 36’35” O) a una altura de 
455 msnm, con una temperatura media anual de 
25,4°C y humedad relativa de 72,3% [9].

Como sustrato se emplearon granos de maíz 
amarillo (Zea mays L.) adquiridos en el mercado 
local, los cuales fueron esterilizados dos veces a vapor 
abierto (121ºC), para posteriormente ser inoculados 
con una suspensión en aislado de Aspergillus flavus de 
alta capacidad toxigénica [10], preparada a partir de 
colonias de 8 d de crecimiento en papa dextrosa agar, 
y ajustada a una concentración de 106 conidios/mL 
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con el empleo de una cámara de Neubauer. El maíz 
inoculado fue incubado durante 21 d a temperatura 
ambiente, para posteriormente extraer la AFB1 en 
solución de agua/metanol (20:80 v/v) bajo agitación 
moderada (150 agitaciones/min) durante 120 min.  
La concentración de AFB1 se determinó a través 
de cromatografía líquida de alta presión (HPLC), 
empleando un equipo marca Hewlett Packard/
modelo 1100 [11].

Producción in vitro de Gas
La producción in vitro de gas se estimó de acuerdo 

a Theodorou et al. [12], incubando 0,78 g de granos 
de maíz molidos (1 mm Ø) en envases de vidrio 
color ámbar de 130 cm3, donde una vez colocado el 
sustrato se adicionaron 8 mL de inóculo ruminal,  80 
mL  de solución nutritiva (macro y microminerales), 
y solución de AFB1 para garantizar concentraciones 
de 4, 8 y 12 ppb AFB1 en el medio de cultivo. Estas 
concentraciones se localizaron en el rango esperado 
en el rumen de una vaca seca entre 1 y 6 h luego de 
la ingesta de 200 a 250 µg AFB1/animal/d, y una 
fase líquida ruminal de 50 a 60 l [13]. 

Considerando un ayuno previo de 10 h, el inóculo 
ruminal se obtuvo de tres vacas (Bos taurus x Bos 
indicus) adultas con cánula ruminal y peso vivo de 
450 ± 4,2 kg, manejadas a pastoreo en potreros 
de gramíneas cultivadas de los géneros Brachiaria, 
Cynodon, Digitaria y Panicum, a las que se les  
suministró al momento del ordeño un suplemento a 
razón de 2 kg/animal/d (90,4% materia seca, 16,9% 
proteína cruda, 37,2% fibra neutro detergente y 
7,6% cenizas). El secuestrante de micotoxinas (SM) 
estuvo constituido por glucomananos esterificados 
derivados de la pared celular de Saccharomyces 
cerevisiae (Mycosorb®, Alltech Inc. Nicholasville, 
KY), y fue incorporado al medio de cultivo hasta 
alcanzar relaciones AFB1:SM de 1:75000 (SM-
75), 1:150000 (SM-150) y 1:225000 (SM-225). 
Estos valores se establecieron considerando como 
referencia la dosis recomendada por el fabricante 
(20 g SM/animal/d). Adicionalmente, se consideró 
un tratamiento donde no se incluyó el producto 
secuestrante (SM-0).

Los envases de vidrio se mantuvieron en incubadora 
a 39ºC, realizando lecturas de la producción de gas 
(3, 6, 9, 12, 16 y 24 h) con el empleo un transductor 
de presión (Red Lion®, modelo DP5-1/8 DIN). 
Considerando cuatro repeticiones por tratamiento, los 

ajustes en las medidas experimentales se efectuaron a 
partir de blanco negativo (inóculo y solución nutritiva), 
blanco positivo (inóculo, solución nutritiva y AFB1) y 
réplicas estándar de heno de Cynodon dactylon, con 
patrón de producción de gas conocido. La cantidad 
de gas generado se determinó por la transformación 
de las lecturas de presión (p, psi) a volumen (V, mL), 
ajustando los registros a la siguiente formula [14]: 

     V= 0,172 + 5,121p+ 0,011p2

Degradación Aparente 
La degradación aparente de la materia seca se 

evaluó luego de 12 y 24 h de incubación in vitro, 
empleando cuatro envases adicionales en cada tiempo.  
A tal fin, los envases de vidrio se colocaron en baño 
de maría inverso (- 4°C), y se filtró su contenido 
empleando crisoles de vidrio con placa de porcelana 
porosa (poro # 1) previamente pesados, los cuales 
fueron luego deshidratados hasta alcanzar un peso 
constante en estufa a 105ºC, estimando por diferencia 
de peso la degradación aparente in vitro de la materia 
seca. 

Capacidad Secuentrante
Para determinar la capacidad secuestrante (CS) 

se colectaron 15 mL de muestras del licor ruminal 
empleado en la evaluación, así como del sobrenadante 
de cada tratamiento una vez transcurridas las primeras 
3 h de incubación. A estas muestras se les adicionaron 
70 mL metanol y 5 g de cloruro de sodio para luego 
agitar durante 2 min. En el caso de los granos de maíz, 
este mismo procedimiento se aplicó a 15 g de muestra 
previamente fracturada en una licuadora. Las lecturas 
se efectuaron por HPLC, evaluando la CS en términos 
relativos a partir de la diferencia entre la cantidad de 
AFB1 presente inicialmente en el medio de cultivo y la 
recuperada luego de centrifugar  el contenido de las botellas 
a 3500 g durante 15 min [11, 13]. 

Análisis Estadístico
La información se evaluó de acuerdo a un diseño 

completamente aleatorizado con arreglo factorial 3x4, 
considerando como factores AFB1 (4, 8 y 12 ppb) y 
SM (1:0, 1:75.000, 1:150.000 y 1:225.000). Toda la 
información fue analizada empleando el software Statistix 
[15], y en caso de diferencias estadísticas (P<0,05), éstas 
fueron evaluadas a través de la prueba de comparación 
de medias de Tukey.  



99

Rev. Fac. Cs. Vets. - UCV. 55 (2): págs. 96-103. 2014

rESultadoS y diScuSión

Producción in vitro de Gas 
Durante las primeras 9 h de incubación in vitro 

hubo una interacción (P<0,01) entre los efectos en 
evaluación (Cuadro 1). En este sentido, finalizadas 
las primeras 3 h esta interacción se observó (P<0,01) 
sólo en SM-225 (Figura 1a), donde el nivel de 8 ppb 
AFB1 presentó una producción acumulada de gas de 
2,0 mL/g MS, valor que supera la media de los otros 
niveles en 2,3 veces. A las 6 h de evaluación (Figura 
1b), se evidenciaron diferencias en la tendencia de la 
producción de gas entre SM-0 y SM-225 (P<0,01), 
donde en el primer caso un nivel de contaminación 
con AFB1 de 4 ppb mostró un comportamiento 
superior al resto (3,0 vs 1,6 mL/g MS), lo que varió 
para el tratamiento SM-225, donde 8 ppb superó a 
los restantes tratamientos (5,25 vs 2,45 mL/g MS). 
Finalmente, la Figura 1c muestra que a las 9 h de 
incubación se presentó un comportamiento similar a 
las 6 h, con registros de 6,07 vs 4,07 y  7,98 vs 5,47 
mL/g MS, respectivamente.

Luego de 24 h de incubación hubo una reducción 
(P<0,05) en la producción acumulada in vitro de 
gas a medida que se incrementó la concentración de 
AFB1 en el medio de cultivo, con una disminución 
en 12 ppb respecto a 4 y 8 ppb de 8,4 y 2,2%, 

respectivamente (Cuadro 1). Es de resaltar que a las 
9 h de incubación, si bien la producción acumulada 
de gas presentó un comportamiento similar al descrito 
anteriormente, este efecto depresivo (P<0,01) de la 
AFB1 alcanzó 27,6 y 16,7%, respectivamente. 

En cuanto al empleo del secuestrante, en los 
tratamientos donde se incorporó éste al medio de 
cultivo se observaron incrementos (P<0,05) a las 
12 y 24 h en la producción de gas respecto a SM-0 
de 2,81 y 13,91 mL/g MS, equivalentes a 26,8 y 
25,5%,  respectivamente. En todos los tratamientos, 
SM-75 evidenció la mayor producción de gas, sin 
mejoras debido a aumentos adicionales en la relación 
SM:AFB1. En este sentido, se ha señalado que  
la afinidad de los SM a base de glucomananos 
tiende a disminuir en la medida que la cantidad de 
secuestrante en el medio se incrementa [16].

La producción de gas en el ambiente ruminal 
es controlada por la actividad fermentativa de 
microorganismos (bacterias, protozoarios y hongos), 
y comprende la generación de ácidos grasos 
volátiles, dióxido de carbono y metano, entre otros. 
Los protozoarios son el grupo más activo en el 
proceso de destoxificación ruminal de micotoxinas, 
lo que pudiera estar comprometido en animales 
con alto contenido de cereales en su ración, en 
virtud que un pH ácido afecta negativamente a los 

Cuadro 1. Producción (mL/g MS) acumulada in vitro de gas en harina de maíz contaminada con Aflatoxina B1 (AFB1) 
y tratada con un secuestrante de micotoxinas (SM)

Efecto  Nivel Tiempos (h)

       3       6        9         12   24

AFB1 (ppb) 4 0,58b 2,79ab 6,57a 13,58a 68,09a

8 0,87a 2,91a 6,01a 12,63ab 64,18ab

12 0,66ab 2,35b 5,15b 11,58b 62,82b

SM SM-0 0,55bc 2,03b 4,74c 10,49c 54,60b

SM-75 0,82ab 3,27a 7,21a 14,92a 70,24a

SM-150 0,38c 2,05b 5,49bc 12,36b 68,17a

SM-225 1,07a 3,38a 6,20b 12,61b 67,11a

EEM 0,09 0,21 0,29 0,58 2,03

Efectos
AFB1      0,02 0,02 <0,01 <0,01 0,04
SM <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
AFB1*SM <0,01 <0,01 <0,01 0,08 0,72

Relaciones AFB1:SM de 1:0 (SM-0), 1:75000 (SM-75), 1:150000 (SM-150) y 1:225000 (SM-225)
EEM: error estándar de la media 
a,b,cMedias con letras distintas en una misma columna indican diferencias estadísticas significativas
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protozoarios del rumen [17]. Se señala que el 42% 
de las micotoxinas que ingresan al rumen pueden ser 
inactivadas; sin embargo, en el caso de AFB1, los 
procesos de detoxificación enzimática mediados por 
microorganismos ruminales sólo alcanzan el 10% del 
tóxico ingerido [3, 6, 17]. 

Los resultados del presente estudio coinciden 
con lo señalado en diversas investigaciones [3, 
13, 18], las cuales evidencian que durante las 
primeras 9 h de incubación in vitro se produce el 
mayor impacto de la AFB1 sobre la fermentación 

ruminal, indicando que transcurrido ese periodo, 
la degradación de las aflatoxinas por la microflora 
ruminal aumenta lentamente hasta las 12 h. Esta 
cinética de la inactivación biológica de las AFB1 en 
el rumen, si bien reduce su impacto negativo sobre 
el proceso de fermentación, genera compuestos que 
una vez absorbidos impactan negativamente sobre 
el metabolismo intermediario del rumiante, lo que 
justifica el uso de secuestrantes como alternativa para 
su inactivación a nivel ruminal [2]. 

La eficacia del uso de agentes secuestrantes de 
micotoxinas medida en este estudio a través de la 
producción ruminal in vitro de gas, depende de la 
capacidad del secuestrante de crear uniones estables 
con la toxina, lo que finalmente evitaría su absorción 
intestinal al generar un material de elevado peso 
molecular [16]. La estabilidad de estas uniones está 
asociada principalmente a la afinidad entre la toxina 
y la estructura física del secuestrante, esto último muy 
relacionado a la carga eléctrica total y su distribución, 
tamaño de poros y superficie específica, entre otros. 
En el caso de compuestos con base en pared celular 
de levaduras, la organización estructural de la 
fracción de β-D-glucano modula la fuerza de unión 
con las micotoxinas, mayormente definidas a través 
de puentes de hidrógeno y fuerzas intermoleculares 
de Van Der Walls [6].      

Degradación Aparente de la Materia Seca
La concentración de AFB1 afectó (P<0,05) 

negativamente la degradación de la materia seca de 
la harina de maíz (Cuadro 2). El mayor impacto 
ocurrió a las 12 h de incubación, donde se observó 
una reducción de la degradación en 39,8%, valor 
que a las 24 h alcanzó el 2,5%. El tratamiento SM-
75 presentó los mayores registros de degradación de 
la materia seca, mientras en SM-150 y SM-225 se 
observó una reducción de este parámetro  a las 12 y 
24 h de incubación de 16,5 y 3,05%, respectivamente. 
La incorporación del secuestrante en SM-75, 
cuando comparado con SM-0, generó un incremento 
(P<0,05) en la degradación de la materia seca a las 
12 y 24 h de 3,3 y 7,3%, respectivamente. 

La presencia de AFB1 en el medio ruminal in vivo 
se ha asociado con una reducción en la degradación 
de la materia seca, y particularmente sus fracciones 
de celulosa y proteína, así como una disminución en 
la producción de ácidos grasos volátiles y amoniaco, 
todos indicadores de su efecto deletéreo sobre la 

Figura 1. Producción (mL/g MS) acumulada de gas luego de 
3 (a), 6 (b) y 9 (c) horas de incubación in vitro
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actividad fermentativa de la microflora ruminal [3, 
19]. El mayor impacto sobre la degradación de la 
materia seca del sustrato durante las primeras horas 
de incubación es debido a que la eficacia del proceso 
de inactivación de la AFB1 disminuye con el tiempo 
en función del perfil de las poblaciones microbiales 
presentes en el inóculo, asociado esto al animal 
donante y a la ración empleada en su mantenimiento 
[20].    

El comportamiento en la degradación aparente in 
vitro de la materia seca se ajustó a los resultados de 
la producción de gas, lo que evidencia la utilidad de 
esté indicador indirecto de la actividad fermentativa 
de los microorganismos ruminales. 

Capacidad Secuestrante
La capacidad secuestrante se ubicó en 86,0 ± 3,3%, 

sin diferencias (P>0,05) debidas a al nivel de AFB1 
o relación AFB1:SM (Cuadro 2). Estudios in vitro 
realizados con aves y ovejas señalan un secuestro de 
micotoxinas de 90 ± 8% con el uso de glucomananos 
de paredes celulares a concentraciones de 50, 100 
y 200 ppb de AFB1 [21, 22]. Sin embargo, en 
algunos estudios la capacidad secuestrante de los 
glucomananos ha sido menor, alcanzando registros 
de 58% [23]. 

La eficacia de los glucomananos como secuestrantes 
de micotoxinas se ha señalado altamente influenciada 
por el pH del medio y tipo de disolvente. Estos 
factores pueden condicionar la existencia de enlaces 
no covalentes (adsorción) en lugar de una verdadera 
unión entre micotoxina y SM [24]. En este sentido, 
un pH de 4,0 es óptimo para la actividad de los 
glucomananos en disolvente de fosfato 0,5 M, las 
cuales son condiciones que se pueden presentar en 
el tracto gastrointestinal de animales monogástricos, 
aunque no en el medio ruminal.

Es importante señalar que si bien se determinaron 
los niveles de AFB1 presentes en el medio, no se 
evaluó el posible impacto de algunas micotoxinas 
(Fumonisinas, Zearalenona y Deoxinivalenol, 
entre otras) que pudieran estar presentes y afectar 
la degradación y producción de gas in vitro de la 
harina de maíz.

concluSionES

La presencia de aflatoxina B1 redujo la producción 
ruminal in vitro de gas y la degradación aparente de 
la materia seca, efectos que pueden evitarse con la  
adición de un secuestrante de micotoxinas con base 
en glucomananos, demostrando que dicho aditivo 

Cuadro 2. Degradación ruminal aparente in vitro de la materia seca de harina de maíz contaminada con 
Aflatoxina B1 (AFB1) y capacidad de secuestro (CS) de un secuestrante de micotoxinas (SM)

Degradación (%)

Efecto Nivel         12 h        24 h CS (%)

AFB1 (ppb) 4 26,14a 46,63ab 82,28

8 21,52b 49,57a 91,21

12 15,74c 45,48b 84,38
SM SM-0 22,50ab 47,09ab

SM-75 23,24a 50,52a 85,83

SM-150 19,56b 45,67b 88,50
SM-225 19,24b 45,63b 83,54

EEM 1,18 1,52 2,48

Efectos 
AFB1 <0,01 0,02 0,34
SM <0,01 0,02 0,73
AFB1*SM 0,06 0,08 0,46

EEM: error estándar de la media
Relaciones AFB1:SM de 1:0 (SM-0), 1:75000 (SM-75), 1:150000 (SM-150) y 1:225000 (SM-225) 
a,b,cMedias con letras distintas en una misma columna indican diferencias estadísticas significativas



102

Secuestrante de Micotoxinas y Producción In Vitro de Gas /Saavedra  et al.

puede ser una alternativa biotecnológica para la 
destoxificación de alimentos empleados  en la 
formulación de raciones para rumiantes.  
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