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RESUMEN

La acetogénesis es una alternativa 
para inhibir el metano del rumen. Se evalúo el 
efecto del sustrato, sobre la actividad acetogé-
nica de Ruminococcus schinkii con hongos. Se 
cultivaron bajo anaerobiosis forrajes molidos 
en medios más hongos y acetogénicas. Se for-
maron siete grupos de 24 botellas con medio, 
sustrato y 2-ABS. Seis grupos tuvieron espo-
ras de hongos y acetogénicas. Tres grupos con 
forraje, sin microorganismos, fueron blancos. 
El diseño fue factorial 3x2x6; A=3 forrajes; B= 
hongos y hongo más acetogénica y C=6 tiem-
pos de incubación. Cada tratamiento se reali-
zó con cuatro repeticiones en tres periodos. El 
sustrato afectó DMS, la producción de azúca-
res reductores y pH (p<0.0001) por la actividad 
acetogénica y hongos. DMS del maíz y sorgo 
fue mayor que la alfalfa. La alfalfa produjo más 
azúcares reductores. El acetato no fue afec-
tada por los sustratos  (p=0.3417), pero el pH 
presenta diferencias. Factor microorganismos 
presenta efectos por los sustratos. La actividad 
acetogénica mayor en co-cultivo con hongos y 
bacterias (p<0.0001). El tiempo de incubación 
afectó todas las variables. DMS para el maíz 

fue mayor a las 96 h, el sorgo 144 y alfalfa 124 
(p<0.0001). El acetato fue mayor para todos los 
sustratos a las 120 h (p<0.0001), producción de 
azúcares fue mayor para todos los sustratos a 
las 144 h (p<0.0001) y pH a las 0 h para todos 
los sustratos (p<0.0001). La capacidad de los 
hongos para degradar las vegetales se poten-
cializa en interacción con acetogénicas, permi-
te una mayor DMS, una mayor producción de 
acetato y una inhibición de la metanogénesis. 

Palabras clave: Acetogénesis, metano, hon-
gos, DMS, acetato, azúcares reductores.

Abstract 

Acetogenesis is an alternative pro-
cedure to inhibit rumen methane. Substrate 
effect on acetogenic activity from Ruminococcus 
schinkii with rumen fungi interactions was evalu-
ated. Forages were placed in anaerobic medi-
um. Fungus was from rumen digest. Acetogenic 
was donated for discoverer. Seven groups of 
24 bottles with medium, substrate and 2-BESA 
were formed. Six groups had fungal spore and 
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Ruminococcus schinkii. Three groups with for-
age, without fungus or bacteria, were blank. 
Model was randomized design factorial 3x2x6; 
factor A=3 forages, B=fungi and fungi plus 
acetogenic and C= Six incubation times. Each 
treatment was performed with four replicates into 
three experimentation periods. Substrate affec-
ted DMS, the production of reducing sugars and 
pH (p<0.0001) because of the acetogenic acti-
vity of Ruminococcus schinkii and fungi. DMS 
maize and sorghum was higher than that of al-
falfa. Alfalfa produced more redactor sugars. Ac-
etate was not affected by substrates (p=0.3417), 
but pH presents differences. Microorganism’s 
effect shows differences for all substrates. Ace-
togenic activity of Ruminococcus schinkii was 
prominent in co-culture with fungi for all vari-
ables (p<0.0001). Incubation time affected all 
variables. DMS maiz was higher at 96 h, sor-
gum 144 and alfalfa 124 (p<0.0001). Acetate 
concentration was higher for all substrates at 
120 h (p<0.0001), sugars reducing was highest 
for all substrates at 144 h (p<0.0001) and pH 0 
h in all substrates (p<0.0001). Fungi ability to 
degrade forage is potentiated in co-culture with 
acetogenic and allows better energy food use, 
increased acetate production and inhibition of 
methanogenesis in rumen.

Key words: Acetogenesis, methane, fungi, 
acetate, reducing sugars.  

Introducción

La síntesis de metano en el rumen 
además de disminuir la energía del alimen-
to para el rumiante, sus emisiones hacia el 
ambiente representan un potencial de 23 ve-
ces mayor que el dióxido de carbono para 
contribuir al calentamiento global (Siegford, 
Powers y Grimes-Casey, 2008; Koneswaran 
y Nierenberg, 2008). Se han publicado dife-
rentes estrategias para disminuir las emisio-
nes de metano a la atmosfera (Gworgwor et 
al., 2006; Kebreab et al., 2009; Buddle et al., 
2010) incluyen; el uso de vacunas, inhibidores 
enzimáticos, fagos, inducción de la homoace-
togénesis y defaunación, pero el mecanismo 
más estudiado es a través de la manipulación 

de la fermentación en el rumen por aditivos 
alimentarios (Buddle et al., 2010), sin embar-
go, el uso de aditivos no se recomienda para 
un manejo práctico en el aprovechamiento de 
los animales sin evitar efectos adversos sobre 
la calidad de los productos de origen animal 
para consumo humano (Johnson y Johnson, 
1995; Kebreab et al., 2009). Las aplicaciones 
que incluyen compuestos químicos en la dieta 
son: derivados del cloro, análogos del metano 
(Yang y Speece, 1986), acido diimide piromelí-
tico (Czerkawski y Breckenridge, 1975), tricloro 
etil adipato, ácido 2-bromoetanosulfonico, ionó-
foros, sulfatos, nitratos y ácidos grasos (Goel et 
al., 2009a; Goel, Makkar y Becker, 2009; Guan 
et al., 2006b). No obstante, las metanogéni-
cas Archae se adaptan o los degradan en un 
tiempo corto, y en consecuencia su efecto dis-
minuye o se nulifica (Kone, Machado y Cook, 
1989; Mbanzamihigo, VanNevel y Demeyer, 
1995; Van Nevel y Demeyer, 1996; McAllister 
et al.,1996; Karnati, Yu y Firkins, 2009; Patra y 
Saxena, 2010) En rumiantes alimentados con 
dietas ricas en paredes celulares, existe una 
mayor producción de hidrógeno en el rumen, 
pero su concentración es baja porque principal-
mente las metanogénicas lo reciclan, aunque 
otros tipos de bacterias como acetogénicas y 
sulfato reductoras, también compiten por me-
dio de interacciones metabólicas particulares 
(Cord-Ruwisch, Seitz y Conrad, 1988; Xu, et 
al., 2010). Las bacterias acetogénicas y sulfato 
reductoras están presentes y predominan en 
diferentes ecosistemas como el intestino de las 
termitas (Brauman et al., 1992), humanos (Ka-
mlage, Gruhl, y Blaut, 1997) ovejas, caballos, 
venados y llamas (Morvan et al., 1996), cerdos 
de guinea, conejos, ballenas, tracto intestinal 
del avestruz (Miramontes-Carrillo et al., 2008) 
así como en cañerías y sedimentos marinos 
(Bernalier et al., 1993) y su metabolismo se le 
denomina acetogénesis reductora. Este proce-
so aunque presente en el rumen es una ruta no 
predominante, que al parecer depende de va-
rios factores, algunos de ellos en la actualidad 
desconocidos se mencionan: las interacciones 
sinérgicas de las metanogénicas con otros or-
ganismo productores de hidrógeno como los 
hongos y los protozoarios, la diferencia en el 
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umbral de captación de hidrógeno (Krumholz 
et al., 1999; Rey et al., 2010), su habilidad de 
crecer mixotroficamente (Liu y Suflita, 1995), la 
tasa de pasaje del rumen y su temperatura (No-
zhevnikova et al., 1994), el pH, el carbono dis-
ponible (Jones y Simon, 1985; Phelps y Zeikus, 
1984) y la carga bacteriana, (Breznak y Brune, 
1994; Matsui et al., 2008). La acetogénesis re-
ductora es una alternativa para inhibir el me-
tano ya que la utilización de dietas con alto 
contenido de paredes celulares está ligada a 
la producción de hidrógeno en el rumen y los 
hongos al colonizar y degradar los tejidos ve-
getales más difíciles se constituyen en los ma-
yores productores, por lo  que su interaccio-
nes metabólica con bacterias acetogénicas, 
son dependientes del tipo de sustrato para 
maximizar su actividad acetogénica reductora 
de especies aisladas a partir del rumen (McA-
llister et al., 1996; Christophersen, Wright y 
Vercoe, 2008). Entendiendo los factores que 
determinan la competencia entre los tres gru-
pos de bacterias que reciclan el hidrógeno 
en el rumen es de suma importancia para la 
nutrición animal en condiciones sustentables. 
Sin embargo, pocas investigaciones han sido 
reportadas para el estudio de la acetogénesis 
en el rumen debido a que solamente alrededor 
de once especies de bacterias acetogénicas 
han sido identificadas y clasificadas (Gree-
ning and Leedle, 1989; Rieu-Lesme, Fonty y 
Doré, 1995; Matsui et al., 2008). Autores como 
Nollet, Demeyer y Verstraete, (1997) y Para-
meswaran et al., (2010), mencionan que si 
la acetogénesis en el rumen pudiera ser es-
tablecida es posible gozar de tres beneficios 
principales: 1) Una disminución en la pérdida 
de energía del alimento, 2) mayor producción 
de compuestos energéticos como el acetato y 
3) una disminución en las síntesis de metano. 

El objetivo del presente estudio es 
evaluar el efecto de tres sustratos, sobre la ac-
tividad acetogénica in Vitro de Ruminococcus 
schinkii en interacción con hongos del rumen, 
sobre la base de la producción de acetato, pro-
ducción de azúcares reductores, aumento de 
la digestibilidad de la materia seca in Vitro y 
cambios en el pH.

Materiales y métodos

El estudio se realizó en el laborato-
rio de microbiología de la Facultad de Ciencias 
Biológicas y Agropecuarias de la Universidad 
de Colima; ubicada en el Km 40, autopista Coli-
ma-Manzanillo a 18º 55 minutos de latitud Nor-
te, 103º 52 minutos de longitud Oeste. A una 
altura de 33 MSN y una temperatura promedio 
anual de 280C y 710 mm de precipitación plu-
vial (Colima, 2005). 

Los sustratos 

Los sustratos fueron tres tipos de 
forrajes: rastrojo de maíz (Zea maíz), sorgo 
(Sorghum vulgare) y alfalfa (Medicago sativa) 
achicalada. Los rastrojos de maíz y sorgo se 
obtuvieron de los campos de cultivo en el mu-
nicipio de Tecomán Colima en primavera del 
2009; la alfalfa se obtuvo de una parcela en 
el municipio de ciudad Guzmán Jalisco, en la 
misma fecha. De cada forraje se recolectaron 
tres pacas de 30 Kg cada una y se traslada-
ron al área experimental de las instalaciones 
mencionadas. De cada tipo de forraje se tomó 
una muestra de 1000 g y se guardó en bolsa de 
plástico bajo condiciones de refrigeración hasta 
su uso, a una temperatura de 4oC. Posterior-
mente se secaron en un horno (Felisa Modelo 
2003) durante 16 horas. Una vez secos se mo-
lieron en un molino Marca Wiley Modelo 4 equi-
pado con una malla de 1 milímetro, como se 
específica en Fondevila y Dehority (1996). Las 
muestras molidas se guardaron de nuevo bajo 
las mismas condiciones de refrigeración hasta 
su posterior utilización en la fase experimental. 
El resto de los forrajes se utilizó para preparar 
la dieta de los animales donadores de inoculo 
de hongos anaerobios del rumen. 

La cepa de Ruminococcus schinkii 

La bacteria acetogénica Ruminococ-
cus schinkii  sp. nov., utilizada en este estudio 
fue generosamente donada por su descubrido-
ra y descriptora la Dra. Francoise Rieu-Lesme 
del INRA Francia. El tubo con la bacteria se 
mantuvo en un medio de cultivo de caldo ce-
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rebro corazón (BHI), bajo condiciones de re-
frigeración a una temperatura de 0OC  hasta 
su estudio siguiendo las técnicas de cultivos 
anaerobios de Hungate, 1966 y las recomen-
daciones de su descubridora. Para su multipli-
cación se utilizó el medio de cultivo AC-11. To-
das los cultivos se realizaron bajo condiciones 
de anaerobiosis atendiendo a las recomenda-
ciones (Breznak y Switzer, 1986; Balch et al., 
1979 y Greening y Leedle, 1989). Se utilizó 
también fluido del rumen fresco esterilizado 
por filtración como se recomienda en Leedle 
y Haspel, (1980). Del tubo con las bacterias 
acetogénicas se transfirieron a un frasco de 
250 ml  con tapón, sello de aluminio y 100 ml 
de medio de cultivo, 100 microlitros del inocu-
lo de Ruminocus schinkii. Una vez inoculados 
los frascos con los medios se presurizaron con 
CO2 a 200 Kpa, y se  colocaron sellos de alu-
minio; se incubaron a 39oC por 24 horas para 
luego realizar el conteo de acetogénicas por el 
método del número más probable (NMP), de 
acuerdo al método propuesto por Dehority et 
al., (1989). Después del conteo se realizó una 
dilución hasta alcanzar la concentración de 
2.5x105 UFC/ml. Todos los tubos se almace-
naron a una temperatura de 0oC hasta su uso.

Los animales y sus condiciones de 
alimentación

Se  utilizó tres machos cabríos crio-
llos de un año de edad con un peso promedio 
de 28 Kg obtenidos de un hato criado extensi-
vamente, en el municipio de Tecomán Colima, 
México (Balch et al., 1979) y mantenidos en jau-
las metabólicas en el área de experimentación. 
Los animales fueron castrados, desparasitados 
y vitaminados con ADE. También fueron fistu-
lados y equipados con cánula ruminal perma-
nente, de acuerdo a lo sugerido por Harmon y 
Richards, (1997). Posteriormente se colocaron 
en jaulas metabólicas acondicionadas con co-
mederos, bebederos y charola para remoción 
de excretas. Los animales se alimentaron con 
una dieta isocalórica e isoproteica, en la cual, la 
fuente de forraje varió para cada animal; a unos 
se le alimentó con una dieta base más forraje 
de maíz, a otro con la misma dieta más sorgo y 

al último con la dieta igual más heno de alfalfa. 
Antes de su utilización para la fase de expe-
rimentación los animales fueron adaptados a 
la dietas por un periodo de 30 días. La dieta 
base para cada animal se hizo a partir de 200 g 
de melaza de caña de azúcar, 200 g de sorgo 
molido, 10 g de Urea y 10 g de sales minera-
les. Una cantidad de 420 g de esta dieta base 
fueron mezclados con 1600 g de cada uno de 
los tres forrajes molidos. A los 30 días después 
de que los animales fueron alimentados por un 
solo tipo de forraje, se les cambio por el segun-
do, para luego alimentar con el tercer forraje al 
que no se habían expuesto. Lo anterior con el 
fin de que los tres animales presentares canti-
dades similares de flora microbiana y tratar de 
homogenizar el inoculo fúngico.

Obtención del inoculo

La obtención del inoculo de hongos 
se realizó durante cada uno de los tres perio-
dos de adaptación de los animales a la dieta 
que correspondió a la misma dieta base y los 
tres tipos de forraje diferente y que se obtu-
vieron en los meses de septiembre, octubre 
y noviembres del mismo año. Las dietas fue-
ron rotadas para cada uno de los tres perio-
dos tal y como se recomienda en Takahashi 
et al., (1997). De cada animal fueron tomas 
las muestras 20 g de digesta de rumen dos 
horas después del suministro del alimento del 
día. La muestra se tomó por medio de succión 
con jeringa adaptada a una manguera de cau-
cho. Cada una de las muestras fueron coloca-
das en un matraz Erleny Meyer de 500 ml de 
capacidad previamente calentado a una tem-
peratura de 39oC y gaseado con CO2 libre de 
oxigeno de acuerdo a Hungate, (1969) y bajo 
esas condiciones se trasladaron al laborato-
rio. En el laboratorio cada muestra se colocó 
dentro de una bolsa de nylon de 4x5 cm y se 
introdujeron dentro del matraz Erleny Meyer 
con el medio de cultivo de formado a base de 
celobiosa, almidón y glucosa como fuente de 
carbono; los componentes del medios se afo-
raron a 200 ml con agua destilada  y se ajustó 
el pH de acuerdo a las recomendaciones de 
Purser y Moir, (1959).
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Evaluación del efecto del sustrato, 
sobre la actividad acetogénica de 
Ruminococcus schinkii

Para esta evaluación se formaron sie-
te grupos de 24 botellas de suero de 100 ml (Su-
pelco, 1997; No. Cat., 910-0472). A cada botella 
de cada uno de los grupos se le adicionó 50 ml 
de medio de cultivo de Joblin, (1981), preparado 
en solución de ácido 2 bromoetanosulfónico a 
una concentración de 0.003 M según lo descri-
to en Nollet, Demeyer y Verstraete, (1997), más 
100 mg de uno de los forrajes a evaluar, ya sea 
sorgo, maíz o alfalfa. Las botellas se taparon 
con tapón de hule y sello de aluminio y se es-
terilizaron a  una temperatura de 120oC durante 
15 minutos en autoclave. Después los medios 
contenidos en las botellas de cada uno de seis 
grupos se les adicionó 1 ml de una suspensión 
de esporas de hongos del rumen de caprinos a 
la concentración de 1x103 esporas por ml. Pos-
teriormente todas las botellas se incubaron a 
30oC durante 48 horas. Trascurrido ese tiempo 
a cada una de las botellas inoculadas con es-
poras de hongos del rumen, se les adicionó 1 
ml de inoculo de la bacteria acetogénica Rumi-
nococcus schinkii  estandarizado a una concen-
tración de 2.5x105 UFC como se menciona en 
Morvan, Bonnemoy et al., (1996). A tres grupos 
de de 24 botellas con medio de Joblin, más fo-
rraje no se les adicionó ni hongos, ni bacterias y 
se consideraron como blanco. Todas las botellas 
inoculadas y no inoculadas se incubaron a una 
temperatura de 39oC durante 144 horas. Este 
mismo procedimiento experimental se repitió 
tres veces en tres periodos y correspondieron a 
cada uno de los cambios de sustratos usados en 
la alimentación de las cabras.

Diseño experimental

El estudio se realizó bajo la norma de 
distribución de tratamientos de un diseño com-
pletamente al azar con arreglo factorial 3x2x6; 
donde el factor A= correspondió a tres diferen-
tes sustratos de forraje; el factor B= a los trata-
mientos con hongos solos y hongo más bacte-
ria acetogénica y el factor C= lo constituyeron 6 
tiempos de incubación (0, 24, 48, 72, 96 y 144 

horas), cada tratamiento combinado se realizó 
con cuatro repeticiones y tres periodos. 

Variables

Las variables consideradas en este es-
tudio la degradación de la materia seca (%DMS); 
concentración de azúcares reductores (expresa-
do en mg por 100 ml de medio de cultivo; concen-
tración de acetato en el medio (expresada en M 
por 100 ml de medio) y los valores de pH. 

Resultados y Discusión

En este estudio se evaluaron el efec-
to de tres tipos de forraje, el de los microorga-
nismos y el tiempo de incubación, sobre la ac-
tividad acetogénica In Vitro de Ruminococcus 
schinkii  en interacción con hongos del rumen 
de caprinos, con base a la producción de ace-
tato, azucares reductores, digestibilidad de la 
materia seca y valores de pH. Por lo cual la 
actividad de las bacterias metanogénicas fue 
inhibida por medio de la adición de ácido 2 bro-
moetanosulfónico al medio de cultivo.

El efecto del sustrato, sobre la degradación 
de la materia seca concentración de acetato, 
azucares reductores y valores de pH por la 
actividad acetogénica de Ruminococcus 
schinkii  y los hongos del rumen.

El tipo de sustrato afectó la degrada-
ción de la materia seca, azucares reductores y 
valores de pH por la actividad acetogénica de 
Ruminococcus schinkii en interacción con hon-
gos del rumen (p<0.001). Del mismo modo se 
encontraron diferencias con respecto a sus inte-
racciones S X TI, M X TI, PI X TI (p<0.0001). No 
se observan diferencias en entre los periodos de 
experimentación (p=0.5812), entre repeticiones 
(p<0.7652). Las pruebas de separación de me-
dias del porcentaje de DMS para cada uno de 
los tres forrajes muestra que con los sustratos 
maíz y sorgo se presentó mayor degradación 
de materia seca con valores de 45.55 y 41.71 
respectivamente, sin diferencias estadísticas 
significativas entre ellos y en segundo niveles el 
sustrato alfalfa con 42.83% (Cuadro 1).
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Cuadro 1. 
Separación de promedios de producción de acetato, DMS, producción de azucares 

reductores y valores de pH para los tres sustratos

Sustrato  Acetato (Mol)   DMS (%)   Azúcares redutores (mg%)  Valores de pH
Maíz 0.624a 45.55a 21.89b   6.4307a

Sorgo 0.360a 45.71b 22.72b 6.3969c

Alfalfa 0.425a 42.83b  34.70a 6.4171b

Valores seguidos por letra diferente en la columna, son significativamente diferentes (P menor que 0.05 prueba de Tukey).

La producción de azúcares reduc-
tores de la actividad acetogénica in Vitro de 
Ruminococcus schinkii en interacción con hon-
gos medidos en mg/100 ml de medio, mostró 
diferencias significativas (p<0.0001), de igual 
manera todas las interacciones (p<0.0001). La 
prueba de comparación de promedios separó 
al sustrato alfalfa, como el más sobresaliente 
en cuanto a la producción de azúcares reducto-
res; en segundo nivel de producción lo ocupan 
el maíz y el sorgo sin diferencias estadísticas 
entre ellos (Cuadro 1). La producción de ace-
tato, medido en Moles por 100 ml de medio, no 
presenta diferencias significativas entre los tres 
sustratos (p=0.3417). La prueba de separación 
de medias no indica diferencias en la produc-
ción de acetato, para ninguno de los tres forra-
jes evaluados (Cuadro 1). Los valores de pH 
presentan diferencias significativas (p<0.0001). 
La prueba de separación de medias separó al 
sustrato maíz como el del valor de pH, más so-

bresaliente, en segundo lugar a la alfalfa y por 
último al sorgo (Cuadro 1).

El efecto microorganismo, sobre la 
actividad acetogénicas in Vitro de 
Ruminococcus schinkii en interacción 
con hongos del rumen. 

Se encontraron efectos significativos 
con los microorganismos para todas las variables 
(p<0.0001). No se observan diferencias en cuan-
to a las repeticiones ni el periodo de experimen-
tación. Las pruebas de separación de medias 
muestran que con el sustrato alfalfa, la interac-
ción de la bacteria acetogénica y los hongos del 
rumen, fue la más sobresaliente, con respecto al 
tratamiento del hongo para %DMS junto con la 
producción de azúcares reductores. La concen-
tración de acetato fue mayor para el sorgo segui-
da por el maíz. Los valores de pH fueron menores 
para la alfalfa (Cuadros 2, 3 y 4). 

Cuadro 2. 
Pruebas de separación de medias del efecto microorganismo, para los promedios de 

acetato, DMS, azucares reductores y valores de pH en el sustrato maíz

Tratamiento  Acetato DMS  Azucares reductores  Valores de pH

Hongos solos 0.3691b 49.482b 30.90b   6.4967b

Hongos  más
Ruminococcus schinkii

0.5493a 57.202a 37.37a 6.4183a

 
Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna, son diferentes significativamente (P menor de 0.05, prueba de Tukey). 
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Cuadro 3.
 Pruebas de separación de medias del efecto microorganismo, para los promedios de 

acetato, DMS, azucares reductores y valores de pH en el sustrato sorgo

Tratamiento  Acetato DMS  Azucares reductores  Valores de pH
Hongos 0.3501b 41.45b 23.73b 6.407b

Hongos más Ruminococcus 
schinkii

0.5787a 43.35a 26.92a    6.395a

Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna, son diferentes significativamente (P menor de 0.05, prueba de Tukey). 

Cuadro 4. 
Pruebas de separación de medias del efecto microorganismo, para los promedios de 

acetato, DMS, azucares reductores y valores de pH para el sustrato alfalfa

Tratamiento  Acetato DMS Azucares reductores Valores de pH

Hongos 0.3576b 40.32b 18.30b 6.4317b

Hongos más Ruminococcus 
schinkii

0.4576a 62.80a  48.06a 6.3536a

Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna, son diferentes significativamente (P menor de 0.05, prueba de Tukey). 

Efecto del tiempo de incubación, sobre la 
actividad acetogénica de Ruminococcus 
schinkii en interacción con hongos del rumen

Se encontraron efectos significativos 
para el tiempo de incubación para todas las 
variables. No se observa efecto significativo en 
cuanto a las repeticiones ni el periodo de expe-

rimentación. Para los sustratos maíz y sorgo, el 
mayor %DMS se observa en el tiempo de 96 h 
y para la alfalfa 120 h. Los azúcares reductores 
se produjeron más en el tiempo 144 h para los 
tres sustratos. El tiempo 72 h fue el de mayor 
producción de acetato en el maíz, en el sorgo 
de 96 y en la alfalfa el tiempo 120 h. Los valores 
de pH fueron mayores para el tiempo de 0 h.  

Cuadro 5. 
Pruebas de separación de medias para las variables estudiadas en los tiempos de 

incubación para el sustrato maíz

Tiempo DMS Azucares reductores Acetato Valores de pH
0 15.922c 6.620d  0.1270c 6.4625a

48 41.360b 21.51c 0.5864a 6.3760b

72 45.55a 32.36b 0.5687a 6.4050b

96 46.360a 36.13a 0.5356a 6.3987b

120 45.102b 37.26a 0.5492a 6.3887b

144 44.028b 38.66a  0.4975b 6.3075b

Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna, son diferentes significativamente (P menor de 0.05, prueba de Tukey). El tiempo 
es en horas.
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Cuadro 6. 
Pruebas de separación de medias para las variables estudiadas en los tiempos de 

incubación para el sustrato sorgo

Tiempo DMS Azucares reductores Acetato Valores de pH
0 14.679d 6.856c  0.079c 6.5a

48 34.826c 26.67c 0.504a 6.3875b

72 45.669b 29.90a  0.582a 6.4263b

96 47.316b 31.82a 0.589a 6.4437b

120 52.721b 32.98a 0.583a 6.4900b

144 58. 302b 33.88a 0.464b 6.4487b

Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna, son diferentes significativamente (P menor de 0.05, prueba de Tukey). El tiempo 
es en horas.

Cuadro 7. 
Pruebas de separación de medias para las variables estudiadas en los tiempos de 

incubación para el sustrato alfalfa

Tiempo DMS Azucares reductores Acetato Valores de pH
0 14.026c 6.856d  0.0444c 6.5a

48 39.013b 45.97c 0.5108b 6.440b

72 48.962a 47.87a  0.5437b 6.325c

96 49.375a 48.30a 0.5858a 6.391c

120 54.45a 53.33a 0.5945a 6.392c

144 53.722b 53.72a 0.5660b 6.392b

Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna, son diferentes significativamente (P menor de 0.05, prueba de Tukey). El tiempo 
es en horas.

El avance en el conocimiento de la in-
hibición del metano en el rumen y sus efectos 
revelan que los métodos propuestos en forma 
de aditivos alimentarios no son totalmente efec-
tivos, porque ocasionan una disminución en la 
digestibilidad de los alimentos ricos en paredes 
celulares, disminuyen la flora bacteriana, afec-
ta la calidad de los productos de origen animal 
para consumo humano, contaminan el ambien-
te y no son de uso práctico  (Li, y Kelliher, 2007; 
Goel, Makkar y Becker, 2009; Neves, Oliveira y 
Alves, 2009; McGeough et al., 2010) . La idea 
de un inhibidor del metano es de aquel que 

deba ser extremadamente específico para inhi-
bir este compuesto, debe presentar una acción 
permanente a largo plazo, no ser toxico para el 
animal y que no presente efecto residual en los 
alimentos para consumo humano. 

Las características histológicas y 
químicas de los componentes de las paredes 
celulares de los forrajes, son las responsables 
en la baja degradación en el rumen. Los hon-
gos colonizan los tejidos vegetales de la dieta 
en cinco minutos y posteriormente la degradan 
(Edwards et al., 2008), por la tanto los mayores 
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productores de hidrógeno y aunque las bacte-
rias acetogénicas están presentes en el rumen, 
no existe conocimiento de los factores que in-
tervienen en su establecimiento e interacciones 
con las bacterias utilizadoras de hidrógeno, 
sobre todo la escasez del conocimiento es su 
interacción. Lo anterior permitió plantear la hi-
pótesis de que existe una interacción positiva 
entre hongos aislados del rumen y bacterias 
acetogénicas aisladas del mimo origen, y que 
esta interacción promueve la acetogénesis re-
ductiva in Vitro con variaciones en diferentes 
parámetros fermentativos como son el tipo de 
sustrato, los microorganismos, el tiempo de 
incubación y los productos de fermentación 
como son los azúcares reductores, el acetato y 
los cambios en el pH del medio de cultivo.

 
Los resultados obtenidos permiten 

demostrar que el tipo de sustrato afecta signifi-
cativamente la cantidad de materia seca degra-
dada y que con los sustratos de maíz y sorgo el 
porcentaje de degradación es mayor que el del 
sustrato alfalfa, lo que según Wilson, (1993), es 
debido a que la alfalfa contiene una composición 
diferente en cuanto a compuestos de tipo fenólico 
originados a partir de las ligninas y que inhiben 
la acción de varios microorganismos. También se 
encontró que el tipo de sustrato afecta la produc-
ción de azúcares reductores por la acción de los 
microorganismos; siendo la alfalfa con la cual se 
liberó más azúcares reductores que con el sorgo 
y maíz. Estos resultados están de acuerdo con 
los publicados por Fondevila y Dehority, (1996), 
quienes encuentran en una co-cultivo con hon-
gos y bacterias valores iguales a los encontrados 
en este estudio. En lo que respecta al efecto del 
sustrato sobre la producción de acetato lo ante-
rior puede ser debido a que las bacterias aceto-
génicas presentan metabolismo mixotrófico, lo 
que significa que pueden sintetizar acetato a par-
tir de azúcares reductores o también a partir de 
hidrógeno y CO2 tal como se menciona en Dieker 
y Wohlfarth, (1994); Rieu-Lesme, Fonty y Doré, 
1995; Nollet, Demeyer y Verstraete, (1997) . 

Los resultados coinciden con los pu-
blicados por Sekine et al (1995) , quien no en-
cuentra diferencia significativa entre la produc-

ción de acetato por los hongos del rumen y tres 
tipos de sustrato y concluye que es la consti-
tución química y la morfología de las paredes 
celulares de los forrajes los que afectan las 
producción de acetato. En cuanto al efecto del 
sustrato sobre  los valores de pH del medio el 
valor más alto se presentó en el sustrato maíz 
y el más bajo en a alfalfa; sin embargo, se hace 
necesario señalar que el rango de los valores 
de  este estudio en los tres sustratos de 6.4397 
y 6.3968, respectivamente son valores que se 
presentan como rango obtenido en la variación 
del equipo utilizado durante la medición que es 
de un valor de pH de 0.2. Lo anterior hace su-
poner que no hay variación significativa del pH 
por efecto del cambio potencial de hidrógeno 
del proceso fermentativo de los sustratos en el 
medio de cultivo y que la capacidad de amorti-
guamiento del hidrógeno por la interacción del 
hongo y la bacteria acetogénica o los consti-
tuyentes reguladores del pH, del medio logran 
equilibrar este valor. 

En cuanto al efecto microorganismo 
sobre la actividad acetogénica in Vitro de Ru-
minococus schinkii en interacción con los hon-
gos del rumen los resultados muestran que el 
tratamiento formado por la interacción entre 
ellos, fue significativo para todas las variables 
evaluados, excepto para el valor de pH en el 
sustrato sorgo. Se observa mayor producción 
de acetato y un aumento en la desaparición de 
materia seca, así como la producción de azúca-
res reductores. Los resultados encontrados en 
este estudio coinciden con Rieu-Lesme et al., 
(1996) y Hodrova et al., (1995). En contraste 
no está acorde con lo publicado por Bernalier et 
al., (1993), quienes reportan una desaparición 
de la materia seca en el tratamiento formado 
por hongos del rumen con la bacteria aceto-
génica Eubacterium limosum más hongos del 
rumen. Los autores le atribuyen este efecto a la 
habilidad de esta especie aislada del rumen en 
cuanto a su capacidad de captación del hidró-
geno. Lo anterior es posible también porque la 
actividad de los hongos del rumen es inhibida 
por la acumulación de metabolitos en el medio 
de cultivo, tales como el hidrógeno coenzimas 
y compuestos aromáticos durante la degrada-
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ción de los sustratos, tal como lo mencionan 
Rieu-Lesme, Fonty y Doré, (1995). 

Por otro lado autores como   Wi-
lliams, Withers y Joblin, (1994) menciona que 
estudios sobre la capacidad de de las bacte-
rias acetogénicas de usar estos metabolitos 
secundarios tanto como fuente de carbono 
y energía, como es el caso de la interacción 
evaluado entre Ruminococcus flavefaciens 
y Acetitumaculum ruminis queda demostra-
da al maximizar la degradación del xilano. 
El mismo efecto estimulante, pero con otra 
cepa acetogénica ha sido reportada por Mor-
van et al., (1994), quienes detectan que en 
presencia de bacterias actogénicas ser 8 y 
el hongo del rumen Neocallimastix frontales 
MCH3 un incremento en la desaparición de la 
celulosa.En este estudio no fue posible cuan-
tificar la concentración de hidrógeno, ni del 
metano producido por los microorganismos 
del rumen en el medio de cultivo con los dife-
rentes tratamientos como lo hacen Greening  
y Leedle, (1989) sin embargo, se demuestra 
que el aumento en la producción de acetato y 
azucares reductores y el aumento en la des-
aparición de la materia seca, fue ocasionado 
por el efecto de co-cultivación de dos micro-
organismo evaluados. Por lo que se hace ne-
cesario más investigaciones que demuestren 
específicamente el reciclaje del hidrógeno 
entre los microorganismos, en cuanto a la 
reorientación de la fermentación de los sus-
tratos hacia una vía metabólica diferente a la 
síntesis del metano y que en el caso de la 
acetogénesis es la síntesis de acetato. 

En la evaluación del efecto del tiem-
po de incubación, sobre la actividad acetogé-
nica de Ruminococcus schinkii en interacción 

con hongos del rumen en base a la producción 
de las variables estudiadas los resultados no 
coinciden con los de Bernalier et al., (1993); 
Morvan et al., (1996a) y Grenet et al., (1989) 
sin embargo, en estos estudios los sustratos 
son celulosa pura y no forrajes enteros moli-
dos. De acuerdo con Kamra, (2005), en este 
estudio no fue posible identificar los hongos 
estudiados y aunque la cepa acetogénica fue 
aislada e identificada por su descubridor, es 
necesario el uso de técnicas  moleculares para 
la identificación y caracterización de los micro-
organismos que intervinieron en la fermenta-
ción de los sustratos evaluado. Tampoco fue 
posible determinar el umbral de captación del 
hidrógeno por la bacteria acetogénica por lo 
que investigaciones que incluyan este valore 
también son necesarias.  

Conclusiones 

Los hongos colonizaron y degradaron 
los sustratos, produciendo metabolitos entre 
ellos azúcares reductores, hidrógeno, dióxido 
de carbono y acetato mismos que fueron utili-
zados por la cepa acetogénica produciendo en 
función del tipo de forraje, el tiempo de incuba-
ción y el pH, mayor actividad acetogénica de la 
cepa Ruminococcus schinkii, lo que ocasionó 
una mayor %DMS y un aumento en la concen-
tración acetato en respuesta a la interacción 
metabólica con los hongos aislados del rumen. 
Se confirma que la capacidad de los hongos 
de degradar las fibras vegetales y potencializar 
su actividad fermentativa, cuando está en inte-
racción con bacteria acetogénicas lo que per-
mite un mejor aprovechamiento de energía del 
alimento, una reorientación del metabolismo 
microbiano y la posibilidad de  evitar la metano-
génesis en el rumen.
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