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Para determinar el efecto del bromo etano sulfénico (BES) en la poblacion de metandgenos y fermentacion ruminal, se condujo un experimento
mediante un disefio completamente aleatorizado, con arreglo factorial 2 X 3, en condiciones in vitro. Se compararon dos tratamientos: A) sin
BES (control) y B) con BES. El resto de la dieta experimental consistié en heno de alfalfa (Medicago sativa). Los muestreos se efectuaron
antes de incubar (hora 0) y a las 12 'y 24 h, después de iniciada la fermentacion. Se replico seis veces en tiempo. Los conteos de bacterias
metanogénicas fueron de 16.40 y 17.32 10° (ufc/mL) para los tratamientos sin BES y con BES, respectivamente. ElI BES redujo a % la
poblacion de bacterias celuloliticas totales (P < 0.01) y no produjo efectos significativos en la poblacion de protozoos y bacterias viables
totales. La concentracion de amoniaco fue de 10.83 y 10.92 mmol/L para los tratamientos A 'y B, respectivamente. La inclusion del BES
incremento (P < 0.05) la concentracion de AGCC totales en el rumen. No se encontro efecto del tiempo de muestreo en los grupos de bacterias
del rumen. La concentracion de AGCC se increment6 con el tiempo de fermentacion y sus valores fueron de 41.57, 56.82 y
66.74 mmol/L, antes de incubar, 12 y 24 h después de la incubacion, respectivamente. Se concluye que, en las condiciones de este estudio, el
BES no actud directamente en la poblacion de metandgenos, aunque redujo las bacterias celuloliticas. Por estas razones, debe emplearse con

cautela en dietas fibrosas, si se desea optimizar la fermentacion de la fibra
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Uno de los problemas méas acuciantes que enfrenta
el mundo en la actualidad es el calentamiento global por
el aumento de las emisiones de gases con efecto
invernadero (GEI). Estas se deben, fundamentalmente,
a la acumulacion de gases que atrapan el calor en la
atmosfera, calientan la tierra mas de lo debido y traen
como consecuencia cambios climaticos (Molano et al.
2008).

El metano (CH,) es un potente GEI, ya que su
potencial de absorciéon de la radiacion es,
aproximadamente, 21 veces superior al del CO, (Moss
et al. 2000). Si bien su concentracion con respecto al
CO, es muy baja, su contribucion al efecto invernadero
es importante. Asimismo, debido a que su tiempo medio
de vida en la atmdsfera es corto, las pequefias
disminuciones que se producen pueden ocasionar
ventajas ecologicas.

El CH, entérico que emiten los rumiantes no es
solamente un problema ecolégico, sino que representa
una gran péerdida de la energia del alimento (Soliva et al.
2003), ademas de disminuir la productividad de los
animales. Se conoce que entre 2 y 12 % de la energia
bruta que consumen los animales procede de los
alimentos y se pierde en forma de metano (Johnson
et al. 2001).

El proceso de la metanogénesis se desarrolla en
diversos habitats anaerobios y se lleva a cabo por un
pequefo y Unico grupo de bacterias metanogénicas
(Mc Allister et al. 1996 y Joblin 2004). Los rumiantes
producen, aproximadamente, 97 % del metano generado
por animales domésticos. EI 75 % de esta produccion
corresponde al ganado bovino y el resto, a otros
animales rumiantes (Crutzen et al. 1986 y Cavanagh
et al. 2008).

Para disminuir la produccion de metano por parte de
los rumiantes, se han desarrollado numerosas estrategias
que permiten suprimir la metanogénesis ruminal mediante
métodos quimicos (Itabashi et al. 2000) y biotecnolégicos
(Mc Allister 1996, Santoso et al. 2004 y Waghorn et al.
2008). Entre estos se halla el uso de ion6foros (Bagg et
al. 2000, Buchko et al. 2000 y Galindo et al. 2005), lipidos
(Gill 2004), nitritos, nitratos y sulfatos. También se
incluyen los compuestos halogenados homélogos del
metano, como el hidrato de cloral, un complejo de bromo-
clorometano y « ciclodextrina (Itabashi 2000) y el &cido
2-bromoetano sulfénico (BES) (Martin y Macy 1985).

La utilizacién de estos agentes inhibidores no debe
afectar a las bacterias que degradan la fibra. Por tanto,
cuando se evalla alguno de estos compuestos, es
necesario el control de estos microorganismos y de los
encargados de sintetizar el metano.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto
de un producto comercial, el bromo etano sulfénico
(BES), en la poblacion de metandgenos y en la
fermentacion ruminal.

Materiales y Métodos

Tratamientos experimentales. Se evaluaron dos
tratamientos, segun disefio completamente aleatorizado,
en arreglo factorial 2 x 3 ( dos tratamientos y tres tiempos
de muestreo). La dieta base fue heno de alfalfa
(Medicago sativa) y su composicion quimica se
determind segin AOAC (1995): 12.4; 20.8; 2.53; 36.7;
27.2;1.55;0.24y 0.25 % de cenizas, PB, extracto etéreo,
FND, FAD, Ca, Py Mg, respectivamente.

Los tratamientos experimentales fueron: heno de
alfalfa (control) y heno de alfalfa+ BES. Los muestreos
se efectuaron antes de incubar (horaQ) yalas 12y 24 h,
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después de iniciada la fermentacién. Se replicé seis
veces en tiempo.

Procedimiento experimental. Para realizar el
experimento, se pesaron 0.2 g de heno de alfalfa (donado
por el Dr. Chris Mc Sweeney). La cantidad de BES
utilizada correspondié a una concentracion final de
0.5 mM. (Protocolo Commun Experiment, Project No.
12667 IAEA). Ambos se adicionaron a las botellas de
vidrio correspondientes.

Los animales donantes de liquido ruminal fueron dos
toros Holstein, canulados en rumen. Estos se encontraban
alojados en cubiculos individuales, a la sombra y con
libre acceso al agua. Se les extrajo liquido ruminal a
través de la canula, con ayuda de una bomba de vacio.
Una vez extraido, se introdujo en un termo que se cerro
herméticamente para mantener la temperatura del liquido
de rumen (39°C) y las condiciones de anaerobiosis
durante su traslado al laboratorio.

Posteriormente, el liquido ruminal (LR) se filtré por
muselina para eliminar las particulas del alimento bajo
atmosfera constante de CO,. Las particulas solidas se
batieron, en tres ocasiones, durante 1 min. junto a 30 mL
de solucion tampdn, con intervalos de 1 min. entre cada
una. Se utilizo6 para ello una batidora doméstica, marca
Vince deluxe, modelo LZ 500. El batido se filtré por
muselina. Se deseché la fraccion sélida y la liquida se
unié con la que se obtuvo previamente, hasta lograr la
fraccion de liquido de rumen total (LRT).

Las unidades experimentales consistieron en botellas
de vidrio de 150 mL de capacidad. En cada una, se
introdujo el material a evaluar y 30 mL de la solucién
tampdn + 10 mL de liquido de rumen total (LRT), de
acuerdo con la metodologia de Menke y Steingass
(1988). Las botellas se sellaron con tapon de butilo y
agrafe y se introdujeron en bafio de agua, con
temperatura controlada a 39°C. En cada corrida
experimental se colocd una botella para cada hora y
tratamiento.

El pH se midi6 en pH- metro digital, marca WPA. El
amoniaco se calcul6 segun Conway (1957) y los &cidos
grasos de cadena corta totales, de acuerdo con
Pennington (1952).

Técnicas de cultivo y conteo de microorganismos.

Se utilizé la técnica de cultivo de Hungate (1950), en
tubos roll y en condiciones de anaerobiosis estricta.

La siembra de bacterias viables totales y celuloliticas
se efectuaron en los medios de cultivo de Caldwell y
Bryant (1966), modificado por Elias (1971) y Galindo
(1988). Para determinar la poblacion de hongos se utilizo
el medio de cultivo de Joblin (1981). Las bacterias
metanogénicas se contaron por el mismo método, pero
se utilizé una mezcla de hidrogeno y didxido de carbono
(60:40) en la fase gaseosa. ElI medio de cultivo fue
descrito por Anderson y Horn (1987).

Los protozoos se preservaron en formol al 10 %, en
una dilucion 1:1 (v/v). Las muestras preservadas se
guardaron en refrigerador a 4° C y posteriormente se
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contaron en el microscopio éptico, en cdmara de
Neubauer. Para ello, los protozoos se tifieron con una
solucion de violeta genciana al 0.01%, en acido acético
glacial al 0.1%.

Tratamiento estadistico a
microorganismos

El analisis estadistico de los resultados
experimentales se realizd de acuerdo con el disefio
experimental, con el propdsito de identificar interaccion
entre los tratamientos (niveles de BES) en el tiempo de
fermentacion (horas de muestreo). En los casos
necesarios, se utilizé la décima de Duncan (1955) para
P < 0.05. Los conteos de microorganismos se
transformaron segun Log N, para garantizar las
condiciones de normalidad en la curva de crecimiento.

Para el analisis se aplico la formula (K+N)/10%, donde:

K - constante que representa el logaritmo de la dilucion
en la que se inocul6 el microorganismo.

N - logaritmo del conteo de colonias, determinado
como ufc/mL, uft/mL o células/mL

10 - base de los logaritmos

X - dilucion donde se efectud la inoculacion

los conteos de

Resultados y Discusion

Diferentes investigadores (Demeyer y Verstraete
1997 y Chiu y Lee 2001) han estudiado el efecto del
bromoetano sulfonico (BES) como estimulador de la
acetogénesis reductiva e inhibidor selectivo de la
metanogenesis en el ecosistema ruminal. En los
resultados de este estudio, para las determinaciones
realizadas, no se encontrd interaccion significativa entre
los factores, nivel de BES y tiempo de muestreo.

La inclusién del bromoetano sulfénico (BES) no
mostré efecto inhibitorio en la poblacion de bacterias
viables totales, bacterias metanogénicas, hongos
celuloliticos y protozoos del rumen. De igual manera,
conel nivel empleado, este producto comercial no produjo
cambios en la concentracion de amoniaco en el rumen
(tabla 1). Sin embargo, incrementd la concentracion de
AGCC (P <0.05), desde 51.22 hasta 58.87 mmol/L.

Soliva et al. (2003) demostraron el efecto moderador
de algunos productos comerciales, como el acido
bromoetano sulfonico, en las poblaciones microbianas
ruminales responsables de la produccion de metano. Sin
embargo, en este experimento, no se demostrd efecto
inhibitorio significativo de este compuesto en las
poblaciones metanogénicas.

Si se comparan los resultados de esta investigacion
con los obtenidos por Delgado et al. (2006) y Gonzalez
et al. (2006), cuando utilizaron el &cido bromoetano
sulfonico (0.5 mM) para evaluar su efecto en la
produccién de metano en el rumen, puede constatarse
que el BES redujo la produccién de metano en rumen,
en condiciones in vitro. Esto puede deberse,
probablemente, a que su efecto se relaciona con las rutas
metabolicas de produccién de metano, y no con las
concentraciones bacterianas especificas.
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Tabla 1. Efecto del BES en los conteos de las poblaciones microbianas y
en la concentracion de los productos de la fermentacién con

heno de alfalfa

Medidas Henode Henode EEx
alfalfa + BES alfalfa  Sign
Bacterias viables totales *, 10 ** ufc/ mL 2.241 230 0.19
(10.42)  (10.47)
Bacterias metanogénicas *, 10 ° ufc/mL 2.47 242 025
(17.32)  (16.40)
Protozoos !, 10 2 cel/mL 3.51 330 0.37
443)  (32.33)
Hongos celuloliticos *, 10 4 uft/mL 2.42 230 021
(16.02)  (10.35)
NH,, mmol/L 1092 1083 029
AGCC, mmol/L 58.87 51.22 1.78*

! Datos transformados segin Ln X
() Valores originales

ufc, unidades formadoras de colonias; uft, unidades formadoras de talo.

*P<0.05

Investigaciones desarrolladas por Wolfe (1982) y
Martin y Macy (1985) informaron que el acido
2-bromoetanosulfénico (BES) es un sustituto de la
coenzima F, y actta como un inhibidor muy especifico
de la metanogénesis ruminal. Sin embargo, Immigetal.
(1996) indicaron que, a los pocos dias de tratamiento,
este compuesto puede desarrollar resistencia en la
microbiota ruminal. Es muy probable que este efecto se
haya manifestado en este experimento. De cualquier
modo, debido a la complejidad de la poblacion
responsable de producir metano en el rumen y a sus
rutas metabolicas, es necesario profundizar en
investigaciones que permitan discernir el mecanismo de
accion mas probable del BES en el sistema de
alimentacion utilizado en este estudio.

Los estudios realizados por Demeyer y Verstraete
(1997) demostraron que la adicion del BES, hasta una
concentracion final de 0.01-0.03 mM, inhibié la
produccion de metano y estimul6 la produccion de AGCC,
sin alterar el consumo de acetato, lo que representd una
ganancia energética entre 13y 15 %.

La emision de metano depende, en gran medida, del
consumo y de la composicién de la dieta (Gill 2004,
Beauchemin y Mc Ginn 2005 y 2006). El ganado
sometido a un sistema intensivo de alimentacion produce
menor cantidad de metano que el de sistemas extensivos.
Ladietay el contenido de fibra, principalmente, influyen
en la densidad de la poblacion de metanégenos en el
rumen. De este modo, en el rumen de animales
alimentados con concentrado se encontrard menor
cantidad de bacterias metanogénicas que en los
alimentados con forraje (Demeyer y Fievez 2000).

A partir de los resultados obtenidos en este
experimento, se infiere que el BES parece no tener
influencia alguna en los protozoos del rumen. Otros
metandgenos se relacionan de manera directa con estos
grupos microbianos. Esto se debe a que los metandgenos,

que viven en el interior o adheridos a la superficie de los
protozoos ciliados del rumen, son responsables de mas
de 37 % de las emisiones de metano. En ausencia de
protozoos, las emisiones de metano del rumen se reducen
a 13 % aproximadamente, lo que varia con la dieta
(Hegarty 1999). De ahi que el uso de plantas defaunantes
sea otra via para disminuir los metandgenos. Al respecto,
se hacen esfuerzos por reducir la metanogénesis ruminal
mediante la defaunacién (Hegarty 1999, Broudiscou
et al. 2000, Hess et al. 2003 y Galindo et al. 2005)

Es posible que, en concentraciones superiores de BES
(0.5mM), se encuentre un efecto supresor mas marcado
en los microorganismos metanogénicos, aunque seria
muy peligroso su utilizacion a niveles superiores, debido
a su efecto directo en la poblacién de bacterias
celuloliticas (figura 1). De todas formas, el sustrato de
fermentacion o tipo de dieta es un factor que debe
considerarse.

Un aspecto de interés es que el BES, con el nivel
empleado, redujo a %z la poblacion de bacterias celuloliticas
viables (0.5mM). En investigaciones realizadas por
Gonzalez et al. (2006) no se encontraron diferencias en
la representacion de Ruminococcus flavefaciens y
Fibrobacter succinogenes, dos de las bacterias
celuloliticas méas activas del rumen, determinadas
mediante el monitoreo molecular de las poblaciones
microbianas del 6rgano. Es muy probable que con la
inclusion del BES se produzca un efecto de disminucion
en otras poblaciones celuloiticas no evaluadas o que los
actuales resultados demuestren la diferencia que existe
entre las técnicas convencionales de cultivo y las basadas
en la tecnologia de genes.

De cualquier manera, entre las bacterias celuloliticas
activas se encuentran Ruminococcus albus,
Clostridium lockheadii, Clostridium cellobiosparum,
y otras no monitoreadas de manera molecular (Galindo
et al. 2006)
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Tratamientos, EE + 0.22*

Figura 1. Efecto del BES en la poblacién de bacterias celuloliticas viables
(10%ufc. mLt) en animales que consumen heno de alfalfa

El efecto de disminuciéon que se encontré en la
poblacion total de bacterias celuloliticas es un aspecto
que debe considerarse en futuras investigaciones donde
se utilice BES en dietas fibrosas. Este criterio se
fundamenta en que uno de los factores que determina la
produccidn de metano en el rumen es la dieta y su forma
de suministro (Gonzélez et al. 2006). Practicas de
alimentacion que aumenten el consumo y la velocidad
de digestion o acorten la estancia de los alimentos en el
rumen disminuyen la produccién de metano por unidad
de forraje digerido. De esa manera, si la dieta es fibrosa,
reducciones notables en la digestion de la fibra,
incrementaran el tiempo de permanencia de los alimentos
en el rumeny se produciré una mayor cantidad de metano.

En este estudio no se encontraron efectos del tiempo
de fermentacion en las poblaciones de bacterias del
rumen ni en la concentracion de amoniaco. Sin embargo,

la concentracion de acidos grasos de cadena corta en el
rumen (AGCC) se incrementd a medida que transcurrio
el tiempo de fermentacion (tabla 2).

Es dificil explicar las razones por las que no se
encontraron diferencias estadisticas en la poblacion de
bacterias metanogénicas, celuloliticas y protozoos con
el tiempo de fermentacion. Al respecto, debe indicarse
que los valores experimentales presentaron una gran
dispersion entre muestreos. De cualquier manera, se
conocen resultados anteriores en los que estos grupos
microbianos se modifican, en dependencia del tiempo
posterior a la fermentacion.

Se concluye que, en las condiciones experimentales
desarrolladas, el BES no actud directamente en la
poblacion de metandgenos, aunque redujo las bacterias
celuloliticas, por lo que debe utilizarse con cautela en dietas
fibrosas, si se desea optimizar la fermentacion de la fibra.

Tabla 2. Comportamiento en el tiempo de los conteos de las
poblaciones microbianas y en la concentracion de los
productos de la fermentacion-

Medidas Hora 0 Hora 12 Hora 24 EE * Sign

Bacterias viables totales *, 2.08 2.50 223 0.23

S (8.30) (13.08) (9.95)

Bacterias metanogénicas , 2.17 341 274 031

105.mL2 (9.30) (48.63) (22.65)

Bacterias celuloliticas *, 2.64 3.09 325 0.27

10 ufc. mL2 (15.48) (31.48) (28.33)

Hongos celuloliticos *, 2.42 2.30 232 0.5

104 ufc. mL? (12.87) (10.12) (10.92)

Protozoos !, 102 cel. mL? 3.66 2.79 3.78 0.45
(39.88) (25.05) (50.03)

NH,, mmol. L 11.05 10.06 1151 5.99

AGCC, mmol. L* 4157 56.82° 66.74° 2.18**

ab.c Medias con letras diferentes dentro de la misma fila, difieren a

P <0.05 (Duncan 1955)

!Datos transformados seglin In X; medias originales entre paréntesis.

** P<0.01
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