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La produccion de metano en el rumen se produce a partir de la fermentacion de los carbohidratos por una poblacién microbiana mixta integrada
por metangenos, donde participan ademds otros grupos de bacterias y protozoos. Para evaluar el efecto del aceite de coco en la poblacién
de bacterias metanogénicas y su relacién con otros grupos microbianos, se condujo un experimento en condiciones in vitro, para lo que se
emplearon tres niveles de inclusion de aceite de coco en el concentrado: A) control (sin aceite de coco), B) 7.5 % de aceite de coco'y C) 15%
de aceite de coco. La dieta base consistid en pasto estrella (Cynadon nlemfuensis) y el disefio experimental fue completamente aleatorizado
con arreglo factorial. Los muestreos se efectuaron antes de incubar (hora 0) yalas 2 y 4 h después de iniciada la fermentacion. Se replicé
6 veces en tiempo. Los conteos de bacterias metanogénicas fueron 18.02, 8.48 y 6.96 10° ufe/mL. La poblacién de bacterias celuloliticas fue
22.38,23.81 y 14.00 10°ufc/mL para los tratamientos sin aceite de coco en el concentrado, 7.5 y 15 %, respectivamente. No hubo efecto
significativo del aceite de coco en las poblaciones de bacterias viables totales, hongos celuloliticos, pH y amoniaco. No hubo efecto del tiempo
de muestreo en los grupos de bacterias del rumen. Se concluye que la inclusién de 7.5 y 15 % de aceite de coco en el concentrado reduce la
poblacién de bacterias metanogénicas. Se recomiendan trabajos futuros que permitan evaluar diferentes niveles de aceite de coco en la racién.
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La metanogénesis es resultado de la fermentacion de
los carbohidratos en el rumen (McAllister et al. 1996),
proceso ineficiente que produce pérdidas de 2-12 % de la
energia bruta que consumen los animales rumiantes (Bryant
1979). Ademas de las consecuencias para el animal,
ocasiona dafios al ambiente (Zinder 1992, Johnson y Johnson
1995, Johnson et al. 2000 y Soliva et al. 2004).

Se estima que los microorganismos del rumen
producen de 300-600 L de metano por animal al afio en
ganado adulto. Esto representa, aproximadamente,
80 000 000 t al afio. Este gas es uno de los que mds
contribuyen al efecto invernadero y es responsable de
este fendomeno en 18-21 % (Moss 1992 y Moss et al.
2000). Por estas razones, reducir su produccion
proporciona beneficios economicos y medio ambientales
(Teferedegne 2000).

Para reducir la produccion de metano en el rumen se
han utilizado diferentes vias (Demeyer y Fievez 2000,
Anderson et al. 2003, Carmona et al. 2005 y Beauchemin
et al. 2008). Una de las mas utilizadas es el uso de
aditivos quimicos, entre los que se encuentran analogos
halogenados de metano, antibidticos ionoforos, acidos
grasos insaturados, acido fumarico y otros compuestos
que tienen efectos directos o indirectos en la
metanogénesis ruminal. Todas estas sustancias
disminuyen significativamente la produccion de metano.
Se ha demostrado su efecto en condiciones in vitro y en
animales en produccion (Santoso et al. 2004). Otra de
las vias que se han empleado consiste en metabolitos
secundarios de los vegetales (Fievez et al. 2001,
Greathead 2003 y Galindo 2004).

Los acidos grasos tienen efecto toxico en las bacterias
metanogénicas. Los inhibidores de metanogénesis mas
efectivos incluyen acidos grasos como linoleico y acido

cis-oleico y algunos acidos grasos saturados como
estearico. Se recomienda también el empleo de mezclas
de acido miristico y latrico. Entre los aceites, los que
mas se emplean son los de linaza, coco, canola, rabano,
girasol y aceites de pescado, basados en acido n-3-
eicosapentanoico (EPA) y 4cido n-3-docosahexanoico
(DHA)) (Demeyer y van Nevel 1979, Gil 2004, Soliva
et al. 2004, Beauchemin y McGinn 2006 y Beauchemin
et al. 2008).

El aceite de coco se ha informado como un producto
capaz de inhibir la metanogénesis, debido a su contenido
elevado de acidos grasos de cadena larga. Su contenido
en acidos grasos saturados es aproximadamente de
90 %. Su composicion media en acidos grasos es:
miristico (17 %), palmitico (9 %), estedrico (2.5 %), oleico
(7 %), linoleico (1.8 %) (Blas et al. 2003).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
del aceite de coco en la poblacion de bacterias
metanogénicas y su relacion con otros grupos
microbianos en condiciones in vitro.

Materiales y Métodos

Tratamientos experimentales. Se evaluaron tres
tratamientos, segun disefio completamente aleatorizado,
en arreglo factorial (3 x 3). Los tratamientos se disefiaron
de acuerdo con el nivel de aceite de coco en el
concentrado: 1) pasto estrella (Cynodon nlenfuensis),
2) pasto estrella + 7.5 % de aceite de coco y 3) pasto
estrella + 15 % de aceite de coco. Los niveles de aceite
de coco representaron 3.5 y 7 % de la concentarcion de
grasa de la dieta total.

Para la inclusion del aceite de coco en la racion se
disefaron tres suplementos concentrados. La tabla 1
muestra la composicion de estos suplementos.
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Tabla 1.Composicion de los suplementos
concentrados con aceite de coco

Nivel de aceite de coco,%
0 75 15

Composicion, %

Harina de soya 490 509 528
Harina de maiz 463 369 274
Aceite de coco 0.0 7.5 15.0
Cabonato di cdcico 0.4 045 05
Fosfato di cacico 0.4 035 03
Zeolita 20 2.0 20
Cloruro de sodio 1.0 1.0 1.0
Premezcla minerd ! 1.0 1.0 1.0
EM, MJkgde MS 1255 13.39 14.02
(3] 282, 282 282
FDN 3010 257 21.20
Ca 162 127 092
P 086 0.81 0.75

' Contiene (g/kg): 500 Ca HPO ;400 Na Cl; 20 Zn
CO,;27FeSO, 5H, 023MnSO 10Cu8S0,.5
H, O OICoSO 7H 0;0. IKC! y 19 maiz

El resto de la dieta experimental consistio en pasto
estrella (Cynodon nlemfuensis). Su composicion
quimica (% de MS) fue 94.20; 7.26; 74.57; 10.11; 0.42 y
0.18 para la MS residual; PB; FDN; ceniza; calcio y
fosforo, respectivamente (AOAC 1995).

Procedimiento experimental. El experimento se
condujo en condiciones in vitro, para lo que se utilizo la
técnica de Theodorou ef al. (1994), donde se utilizan
botellas selladas de 100 mL para incubar las muestras
de alimento en liquido ruminal y un medio tampon.

En cada botella se introdujeron 30 mL de la mezcla
integrada por liquido de rumen y solucion tampon en
relacion 1:3. Los {rascos de fermentacion se esterilizaron
previamente a 121 °C y 1.5 a.t.m. durante 15 min.
Contenian 0.3 g de material para evaluar en base seca
(BS). El procedimiento se realizé en atmosfera de CO,
para garantizar las condiciones de estricta anaerobiosis

El in6culo ruminal se obtuvo a partir de tres toros
mestizos estabulados v canulados en rumen, alimentados
con una dieta de furraje de gramineas sin suplementacion
adicional y con libre acceso al agua. La muestra de liquido
ruminal se colecto a través de la canula, con la ayuda de
una bomba de vacio. Se conservd en un termo
herméticamente cerrado hasta su traslado al laboratorio
de microbiologia vy genética molecular del rumen, en el
Instituto de Ciencia Animal, donde posteriormente se filtrd
a traveés de muselina. Para conformar la mezcla que se
iba a fermentar, se utilizo el pool de liquido ruminal de los
tres toros, con el proposito de eliminar el efecto animal.

Los muestreos se efectuaron antes de incubar (hora 0)

y alas 2 y 4 h de »ués de iniciada la fermentacion para
las poblaciones di: microorganismos, y alas0,2,4.6y
24 h para los indicadores de pH y concentacion de
amoniaco. Se rep/ico seis veces en tiempo.

El pH se mid » en pH- metro digital, marca WPA.
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Técnicas de cultivo y conteos de mi-
croorganismos. Se utilizo la técnica de cultivo de
Hungate (IQSG)QEWMQII y en condiciones de
anaerobiosis estricta.

La siembra de bacteri
s efectud en los medios d
(1966), modificado pos
Para la determinacion de
medio de cultivo de
metanogénicas se conta

poblacion fungal se utilizo el
oblin (1981). Las bacterias

n por el mismo método, pero
se utilizo una mezela de hidrégeno y didxido de carbono
(60:40) en la fase gaseosa. El medio de cultivo fue el
descrito por Anderson y Horn (1987).

Los protozoos se preservaron en formol a 10 %, en
una dilucion 1:1 (v/v). Las muestras preservadas se
guardaron en refrigerador a 4 °C. Posteriormente se
contaron al microscopio ¢ptico en camara de Neubauer:
Para esto, los protozoos se tifieron con una solucion de
violeta genciana al 0.01% en acido acético glacial al
1 %.

Tratamiento estadistico a los conteos de
microorganismos. El analisis estadistico de los resultados
experimentales se realizé de acuerdo con el disefio
experimental que se empled. Se utilizaron métodos
multivariados para identificar la interaccion entre los
tratamientos (niveles de aceite de coco) y los tiempos
de fermentacion (horas de muestreo). En los casos
necesarios, se utilizo la docima de Duncan para P < 0.05.

Los conteos de microorganismos se transformaron
segun Ln N, para garantizar las condiciones de
normalidad en la curva de crecimiento. Para el analisis
se aplico la férmula (K+N).10%, donde:

K - constante que representa el logaritmo de la
diluciénen la que se inoculd el microorganismo

N - logaritmo del conteo de colonias, determinado
como ufc/mL, uft/mL o células/mL 10 - base de los
logaritmos

X - dilucion a la que se efectud la inoculacion

Resultados

No hubo interaccion significativa entre los niveles de
aceite de coco y el tiempo de fermentacion. La tabla 2
muestra el efecto de la inclusién de aceite de coco en la
poblacion microbiana ruminal.

El aceite de coco no produjo modificaciones en la
poblacion de bacterias viables totales ni en la

representacion en bacterias y hongos celuloliticos
ruminales. Sin embargo, la inclusion de 7.5 % de aceite
de coco en el suplemento (3.5 % de la grasa total en la
dieta) redujo de manera significativa la poblacion de
metandgenos. No se encontro efecto significativo en la
poblacion de protozoos del rumen

El'pH y la concent:
de rumen no se afect
aceite de coco en ¢

La poblaci6
incrementd a las 4

aco en ¢l liquido
1& presenc:a de

C, aunque
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Tabla 2. Efecto de la dosis de aceite de coco en la poblacién microbiana ruminal in vitro.

Indicador Dosis de aceite de coco, % EE:I:
0 7.5 15 signif
Bacterias totales viables, 10" ufc/mL 2.75 (24.57) 2.99 (30.79) 2.54(19.78) 0.28
Bacterias metanogénicas, 10° ufc/mL 2.74% (18.02) 1.80%(8.48) 1.56* (6.96) 0.22 **
Bacterias celuboliticas, 10° ufc/mL 2.79 (22.38) 2.93 (23.81) 246 (14.0) 0.21
Hongos x 10° uft/mL 2.54 (18.02) 2.85(8.48) 2.70 (6.96) 0.22
Protozoos, 10° células/mL 2.71 (22.83) 2.51 (18.64) 237 (14.52) 0.20

*Valores con letras no comunes por fila difierena P <0.05 (Duncan 1955). Ufc. Unidades formadoras de colonias,
uft unidades formadoras de talos. Datos transformados segin Ln X. Medias originales entre paréntesis

Tabla 3. Efecto del nivel de aceite de cocoenel pHy
concentracién de amoniaco en el rumen

Nivel de aceite de coco,% EE +

Medid :
e 0 s 15 sign
pH 6.62 6.51 6.56  0.05
NH,, mmoV/L. 190.65 195.15 198.60 12.00
3.5 5

Bacterias viables totales

Figura 1. Modificaciones de la poblacion de bacterias viables totales,
10" ufe/mL en el tiempo de fermentacién (EE+ 0.21)*

a las 2 h su poblacién fue intermedia entre el valor
encontrado antes de iniciar la fermentacion y el que
se obtuvo a las 4 h. La figura 1 muestra este efecto.

No se observaron diferencias a las 2 y 4 h posteriores
al inicio de la fermentacion en las poblaciones de
bacterias metanogénicas, celuloliticas y hongos
celuloliticos (tabla 4).

El pH del rumen y la concentracion de amoniaco se
modificaron en el tiempo de fermentacion (tabla 5). A
las 24 h después de iniciada la fermentacion, el pH fue
mas bajo y la concentracion de amoniaco fue superior.
Desafortunadamente, no pudo determinarse la
concentracion de 4cidos grasos de cadena corta, lo que
ayudaria a buscar la explicacion a este efecto.

Tabla 4. Efecto del tiempo de fermentacitn en las poblaciones de bacterias
metanogénicas, hongos y bacterias celuloliticos en condiciones in

vitro
Indicador Tiempo de fermentacion, h E!Ed:
0 2 4 sign
Bacterias metanogénicas, 10 ° ufe/ mL. 238 1.94 L7795
(14.09) (10.71) (8.73)
Bacterias celuloliticas, 10 © ufc/mL 2.51 2.70 2.98 0.21
(17.55) (18.31) (24.33)
Hongos celuloliticos, 10 * uft/mL 296 248 2.66 021

(4.11) (16.38) (17.19)

Ufc. Unidades formadoras de colonias; uft unidades formadoras de talos.
Datos transformados segin Ln X, medias originales entre paréntesis
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Tabla 5. Efecto del tiempo de fermentacion en el pH y concentracion de amoniaco in vitro.

Medida 0 2

4 6 24

EE + sign

pH 6722 659

6.647

6.54° 6,332 n.Her

NH,, mmol/lL 141.30° 164.25% 192.30™ 207.15° 269.10° 9.00"**

aed Valores con letras no comunes por fila difierena P< 0.05 (Duncan 1955) ***P <

0.001

Discusion

La reduccién de la poblacion de metanogenos
ruminales en 47.05 y 38.62 %, cuando se utiliz6 7.5 y
15 % de aceite de coco en el concentrado demuestra las
potencialidades de esta fuente como posible agente
reductor de la metanogénesis ruminal.

Beauchemin et al. (2008) informaron que existen
diferencias marcadas en la respuesta a la suplementacién
con fuentes de lipidos, con respecto a la reduccion de la
produccion de metano en el rumen. Estas dependen de
la dieta base y del nivel. Ocurrieron reducciones en la
produccion de metano en 63.8 %, cuando se utilizé 7 %
de aceite de coco (Machmuller y Kreuzer 1999). Si bien
en los estudios desarrollados no se determiné la produccién
de metano in vitro, fue evidente el efecto en las poblaciones
metanogénicas, aunque en ocasiones las fuentes que
reducen la produccion de metano no afectan la poblacién
de metandgenos por ejercer modificaciones en las rutas
bioquimicas de produccion de metano en el rumen.

En estudios realizados por Machmuller e al. (2001 y
2003) se demostré que la inclusion de aceites refinados
que contienen acidos grasos (C 12:0 y C 14:0) como el
aceite de coco y el de palma son especialmente efectivos
para reducir la metanogénesis ruminal, fundamen-
talmente en dietas con concentrados y bajas en calcio.
Su mecanismo probable es por medio de la toxicidad
sobre las bacterias metanogénicas.

Mc Ginn et al. (2004) y Beauchemin et al. (2007)
coincidieron en afirmar que el efecto de los lipidos que
contienen 4cidos grasos saturados como el aceite de coco
reduce la produccién de metano en el rumen, como
resultado de su accion directa en la digestibilidad de la fibra.
En esta investigacion se encontraron 8.38 x 10° ufc/mL

menos de bacterias celuloliticas que cuando se incluy6 -

15 % de aceite de coco en el concentrado.

Estos resultados coinciden con Delgado et al. (2007),
quienes encontraron reducciones en la digestibilidad de la
MS cuando evalué estos concentrados. La falta de
diferencias estadisticas en la poblacion de hongos
celuloliticos puede ser resultado de una alta variabilidad en
la informacion, ain cuando la inclusion de 15 % de aceite
de coco redujo 1/3 a la poblacion de hongos del rumen.

A pesar de no encontrar diferencias en la poblacién
de protozoos del rumen cuando se incluy¢ aceite de coco
en la racion (22.83; 18.64 y 14.52. 10° células. mL"' para
los niveles 0; 7.5 y 15% en el concentrado, respectivamente),
la reduccion en 4.19 y 8.31. 10° células/mL en los dos
niveles de aceite de coco es de gran importancia
bioldgica. Algunos metandgenos mantienen relaciones

ecto y endosimbidticas con los protozoos del rumen y,
presumiblemente, pueden utilizar el H, que se produce
en los hidrogenosomas de los protozoos para producir
metano (Vogels e al 1980 y Hirt 1994). Esto puede
modificar la degradacion de la fraccion fibrosa y los
productos finales de la fermentacion (Attwood y
McSweeney 2008).

La dindmica de las poblaciones microbianas en el rumen
se modifica seglin el tiempo post pandreal. El incremento
en el nimero total de bacterias viables a las 4 h después de
iniciada la fermentacién era de esperar, y coincide con
resultados obtenidos por Galindo (1988) y Galindo er al.
(2005). La evolucion de las demas poblaciones estudiadas
en este estudio no tuvo una respuesta logica, por lo que
investigaciones futuras deben profundizar en este aspecto.

Con respecto al descenso del pH ruminal a las 24 h
posteriores al inicio de la fermentacién no se tiene una
explicacion convincente, a partir de los resultados
experimentales de que se dispone, ya que a ese mismo
tiempo se encontrd la mayor concentracion de amoniaco.
Este, al no poder absorberse, debido al sistema in vitro de
fermentacion, deberia producir incrementos en ¢l pH. Es
posible que se encontraran incrementos en la concentracion
de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) a un nivel que
resultara imposible tamponar el sistema, aspecto que también
debe ser estudiado.

Los resultados de este trabajo coinciden con los
informados por Machmiiller y Kreuzer (1999),
Machmiiller ef al. (2001) y Machmiiller ef al. (2003),
quienes encontraron que la suplementacion con acidos
grasos de cadena media o aceites vegetales como el de
coco, girasol (McGinn et al. 2004), pescado u oliva
(Ungerfeld et al. 2003) reduce las emisiones de metano
mediante la competencia por equivalentes reductores con
los microorganismos metanogénicos o por el efecto toxico
directo en los microorganismos ruminales. Es evidente
el efecto indirecto, debido a la reduccion de la poblacion
de protozoos del rumen, la cual mantiene relaciones
simbidticas con los microorganismos metanogénicos.

Se concluye que la inclusion de 7.5 y 15 % de aceite
de coco en el concentrado reduce la poblacion de
bacterias productoras de metano. Se recomienda
desarrollar trabajos futuros que permitan evaluar
diferentes niveles de aceite de coco en la racion.
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