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RESUMEN  

El metano derivado de la fermentación entérica es el gas con mayor impacto ambiental 
emitido por los rumiantes, su contribución a nivel mundial es alrededor de un tercio de las 
emisiones antropogénicas. Además, se considera que alrededor del 2 al 12 % de la energía 
consumida por los rumiantes se puede metabolizar a metano. La lovastatina (Lv) es un 
inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa, enzima limitante en la 
biosíntesis de poliprenoles, los cuales son importantes para mantener la función y estructura 
de la membrana de las arqueas metanogénicas (MA). Por lo tanto, el objetivo principal de 
esta tesis fue evaluar los efectos in vitro de Lv sobre la inhibición de la producción de 
metano, otros productos finales de fermentación, y la microbiota ruminal. 
 La investigación se dividió en tres fases. En la Etapa 1, se evaluó la producción de 
Lv en fermentación en estado sólido (FES) y su efecto sobre la mitigación de metano ruminal 
in vitro. Además, se comparó el efecto de Lv pura contra la monensina (MON) y el ácido 
bromoetano sulfónico (BES) sobre la inhibición de metano ruminal y concentración de ácidos 
grasos volátiles (AGV). Durante la Etapa 2, se realizó secuenciación de la región V4 del gen 
16S rRNA de las muestras de tratamientos anti metanogénicos que usaron rastrojos de 
avena fermentado (RAF) como portador de Lv. También se analizó el efecto de la Lv pura 
con una dieta e inóculo de bovinos productores de leche. Adicionalmente, se evaluó la 
remoción de Lv bajo estas condiciones. En la Etapa 3, se realizó el análisis bioinformático y 
de estadística multivariada. 
 Los resultados demostraron que la FES del rastrojo de avena con la cepa A. terrreus 
CDBB H-194 a los 16 días obtuvo el mayor rendimiento de Lv 23.8 mg/g MS. 
Posteriormente, la suplementación del RAF como portador de Lv en una dieta alta en grano 
sugirió que se requiere menos de 20 % de RAF en una dieta para alcanzar hasta 38 % de 
mitigación de metano ruminal in vitro. El perfil de metabolitos finales de fermentación ruminal 
resultó en un decremento de la producción total de AGV, pero indujo a un incremento 
significativo en la proporción molar de propionato respecto al control. 
 Por otra parte, la Lv pura (>97 %) demostró efectos alentadores sobre la mitigación 
de metano ruminal (43.56 %), sin afectar la producción total y perfil de AGV. No obstante, 
la dosis para obtener este resultado fue muy alta en comparación con otros tratamientos 
(MON y BES). En este contexto, 72 % de Lv fue removida en condiciones de cultivo 
anaerobio con inóculo ruminal y una dieta para bovinos durante incubaciones a corto plazo 
(3 días). 
 La caracterización de comunidades microbianas indicó que el tratamiento RAF (Lv, 
150 mg/L) no tuvo efectos significativos sobre los índices de alfa y beta diversidad. Sin 
embargo, se encontraron diferencias (P < 0.05) en la abundancia relativa de algunos 
microorganismos, un incremento en el género Ruminococcus y una disminución en el 
género Prevotella asociadas al tratamiento RAF. Las AM predominantes (99 %) en todas 
las muestras pertenecieron al género Methanobrevibacter. Interesantemente, los datos 
obtenidos muestran que la reducción de la abundancia relativa del filo Euryarchaeota (39.17 
%) fue muy cercana a la mitigación de la producción de metano ruminal (38 %).  
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ABSTRACT 

Methane from enteric fermentation is the gas with the greatest environmental impact emitted 
by ruminant livestock and contributed almost one-third of global anthropogenic emissions. 
Also, it is considered that around 2 to 12 % of the total energy consumed by ruminants can 
be metabolized to CH4. Lovastatin (Lv) is an inhibitor of the 3-Hydroxy-3-methylglutaryl CoA 
(HMG-CoA) reductase. The latter is the rate-limiting enzyme for the mevalonate pathway 
and is required for the biosynthesis of polyprenols which have a significant role in maintaining 
the membrane structure of the methanogenic archaea (MA).  
 Therefore, the objective of this thesis was to assess the in vitro effects of Lv on 
methane inhibition, fermentation end-products, and rumen microbiota. 

The investigation was divided into three phases. In Stage 1, the Lv production by solid 
state fermentation (SSF) and its effects on the in vitro rumen methane production were 
evaluated. Another experiment was carried out to determine the effect of pure Lv on in vitro 
methanogenesis and volatile fatty acids production (VFA) in comparison with monensin 
(MON) and bromoethane sulfonic acid (BES). During Stage 2, selected samples of in vitro 
trials with fermented oat straw (FOS) as Lv-carrier were examined using V4 region of 16 
rRNA gene amplicon sequencing. Additionally, the anti-methanogenic effect of pure Lv was 
assessed with rumen inoculum and a diet from dairy cattle as well as the degradation of Lv 
under these conditions. In Stage 3, bioinformatic and multivariate statistical analysis were 
performed. 

The results showed that the SSF of oat straw with the A. terreus CDBB H-194 strain at 
16 d of incubation time gave the highest lovastatin yield (23.8 mg/g DM). Then, the 
supplementation of fermented oat straw (FOS) as a Lv-carrier to a high grain diet suggested 
that less than 20 % of FOS was required in the ration to achieve up to 38 % of methane 
mitigation. The rumen VFA profile resulted in a decrease in the total production, but the FOS 
treatment induced a significant increase in the molar proportion of propionate with respect to 
the control.  

On the other hand, pure Lv treatment (> 97 %) demonstrated promising effects on 
rumen fermentation pattern in terms of methane mitigation (43.56 %) without affecting the 
VFA production. However, the dose of pure Lv to obtain this result was very high compared 
to MON and BES treatments. In this context, 72 % of Lv was removed under anaerobic 
culture trials that used ruminal inoculum and a bovine diet during short-term incubations (3-
d).  

The characterization of microbial communities suggested that the FOS treatment (Lv, 
150 mg/L) did not result in significant differences in the alpha and beta diversity indices 
compared to the control. However, significant changes in the relative abundance of some 
microorganisms were detected, such as an increase in Ruminococcus and a decrease in 
Prevotella. The predominant MA (99 %) in all samples belonged to the Methanobrevibacter 
genus. Interestingly, the reduction of relative abundance of MA was (39.17 %) very close to 
the percent reduction of CH4 production (38 %). 
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1. Introducción  

Recientemente, la contribución de los rumiantes a las emisiones de gases de efecto 

invernadero (GEI) ha tomado amplia relevancia. Estos gases se producen mayormente de 

la fermentación entérica ruminal (Herrero et al., 2016). El metano es el gas con mayor 

impacto ambiental emitido por los rumiantes y después del CO2, es el gas de efecto 

invernadero (GEI) más abundante. El poder de calentamiento global del CH4 es 28 a 84 

veces mayor al CO2, en escala de 100 y 20 años, respectivamente (Myhre et al., 2013) y 

tiene un periodo de vida atmosférico de 12.4 años (Saunois et al., 2020). Se ha estimado 

que las emisiones de metano ruminal y derivados del manejo de heces para el periodo 2008 

- 2017 fueron de 11 Tera gramos CH4 / año, lo que contribuyó con un tercio de las emisiones 

globales antropogénicas de metano (Saunois et al., 2020). Por otra parte, se considera que 

el CH4 representa una pérdida alrededor de 2 al 12 % del total de la energía consumida en 

los alimentos por los rumiantes (Johnson y Johnson, 1995).  

A su vez, las emisiones a nivel mundial de GEI provenientes del sector ganadero en el 

periodo de 1995 a 2005, fueron de entre 5.6 y 7.5 Giga toneladas de CO2 equivalente por 

año. Esto representa ~ 14.5 % del total de las emisiones antropogénicas de GEI (Herrero et 

al., 2016). En México para el año 2015, de acuerdo con el Inventario Nacional de Emisiones 

de Gases y Compuestos de Efecto Invernadero (INECC, 2018) los rumiantes domésticos 

(bovinos, ovinos y caprinos) produjeron 52,562 Giga gramos de CO2 equivalente derivado 

de la fermentación ruminal. 

 En general, los principales productos de la fermentación ruminal son ácidos grasos 

volátiles (AGV) y proteína microbiana, éstos se absorben en el sistema digestivo y se 

incorporan al metabolismo del animal hospedero (Krause et al., 2003). No obstante, algunos 
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metabolitos finales de la fermentación como el CO2 e H2 no se absorben en rumen. En este 

caso, el H2 es utilizado para reducir el CO2 a CH4 por arqueas metanogénicas (AM), este 

último es eructado por el animal a la atmosfera (Tapio et al., 2017).  

 Por esta razón, se han evaluado distintas estrategias para mitigar las emisiones de 

metano entérico ruminal. Inicialmente con prácticas de nutrición animal mediante 

suplementación de lípidos, dietas con mayor contenido de granos, y forrajes de mejor 

calidad (Beauchemin et al., 2020). También destacan algunos fitocompuestos como los 

metabolitos secundarios de las plantas (e.g. saponinas, taninos, flavonoides) los cuales han 

sido evaluados ampliamente (Patra et al., 2017).  

Por otra parte, se encuentran los inhibidores enzimáticos de la metanogénesis, los 

cuales se pueden dividir en: (i) análogos de la coenzima M: ácido bromoetanosulfónico, 2-

cloroetanosulfonato y 3-nitroxipropanol (Liu et al., 2011); (ii) inhibidores de la 3-Hidroxi-3-

metilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa: lovastatina (Lv) y mevastatina (Miller y Wollin 

2001). La HMGCoA reductasa es una enzima clave para la reducción de la HMGCoA a 

mevalonato, ésta última es la ruta de síntesis de isoprenoides, los cuales conforman la 

membrana de las AM (Gottlieb et al.,  2016). Así, la Lv podría ser una estrategia para mitigar 

la producción de CH4 ruminal. Sin embargo, los resultados asociados a este inhibidor 

metanogénico son escasos y no existe un juicio general sobre la mitigación de metano 

ruminal in vitro. 

 

1.1. Fermentación ruminal   

El rumen es el compartimiento más grande del sistema digestivo de los rumiantes. Este 

sistema de fermentación continua permite la entrada alimentos y remoción de la parte no 

digerible de estos, así como también la absorción de metabolitos. Las principales 
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condiciones del ecosistema ruminal  se presentan a continuación (Kumar et al.,  2015; 

Nagaraja, 2016):  

1. Suministro contino de alimento y de agua que mantiene un constante contenido de 

materia seca (MS) 10-18 %.  

2. Reducción del tamaño del alimento mediante la masticación y la rumia.  

3. Temperatura (38 – 42 °C) ideal para el crecimiento de hongos, bacterias, protozoarios y 

AM.  

4. pH de 5.5 - 7.0, este intervalo se mantiene debido a la secreción de bicarbonato en la 

saliva, así como también por la absorción de los AGV en el epitelio ruminal. 

5. Anaerobiosis, el potencial redox es de 150 – 300 mV.  

6. Osmolaridad (250-350 mOsm / kg), la cual se mantiene a través de intercambio del fluido 

ruminal con el fluido sanguíneo  

7. Suplementación y recirculación de nutrientes (urea y fosforo) vía saliva y también de la 

difusión mediante las paredes del rumen, además de la presencia de factores de crecimiento 

microbiano (aminoácidos, ácidos grasos de cadena larga, purinas y pirimidinas).  

8. Remoción de productos finales de fermentación mediante eructos (CO2, 65 %; CH4, 27 

%; N2, 7 %) y por difusión atenuada de los AGV al torrente sanguíneo. 

Normalmente, los alimentos que consumen los rumiantes tienen alto contenido 

lignocelulósico, las bacterias y hongos degradan parte de la materia orgánica a monómeros, 

posteriormente éstos son fermentados a AGV, H2, CO2, y CH4 (Weimer, 1998; Owens 

Basalan, 2016). Las rutas metabólicas implicadas en la fermentación de carbohidratos se 

muestran en la figura 1. 

 



 

4 
 

 

Figura 1. Las rutas metabólicas implicadas en la fermentación ruminal de carbohidratos 
(adaptada de van Houtert, 1993). 
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Los microorganismos del rumen secretan distintas celulasas (endo β-l,4-glucanasa, 

exo β-l,4-glucanasa y β-1,4 glucanasa), las cuales en sinergia descomponen la celulosa en 

oligosacáridos y posteriormente son hidrolizadas a glucosa (Lian et al., 2020). 

La hemicelulosa es degradada a xilano por enzimas endo y endo xilanasas (Dodd et 

al., 2010) principalmente de bacterias del género Celulomonas, Fibrobacter, y 

Ruminococcus, así como por hongos del género Neocallimastix, Orpinomyces, y Piromyce 

(Lian et al., 2020). 

El almidón es degradado rápidamente a glucosa, glucosa 1 fosfato, maltosa, y cadenas 

lineales de  1-4 glucanos por enzimas (e.g.  amilasa, β amilasa, polulanasa) de bacterias 

amilolíticas, Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Selenomonas ruminantium, 

Prevotella ruminicola (Gómez et al., 2016; Harlow et al., 2017). 

En el rumen, el 90 % de las hexosas son metabolizadas a piruvato por vía glucolisis, 

mientras que otras moléculas de glucosa utilizan la ruta de las pentosas (Ungerfeld, 2020). 

A partir del piruvato se forman metabolitos finales como el acetato, propionato y butirato 

(van Houtert, 1993; Owens y Basalan, 2016).  

La conversión de piruvato a acetil-CoA es un paso sobresaliente (Figura 1), debido a 

que los electrones generados se utilizan para formar productos de fermentación (acetato y 

butirato), o liberarse como hidrógeno metabólico (Ungerfeld, 2020). De esta manera, la 

presencia de aceptores o donadores de electrones producidos durante la fermentación es 

uno de los factores que más influyen sobre la ruta del piruvato en la conversión a los 

principales AGV. Para continuar con el metabolismo de los carbohidratos se requiere que 

ciertos cofactores se re oxiden. La hidrogenasa transfiere e- desde la ferredoxina, 2 H+ 

formando H2 (Greening et al., 2019).  
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La producción de acetato a partir del piruvato es la ruta predominante del rumen, pero 

también se puede formar fosfato de acetilo, formiato, H2 y CO2. El propionato se puede 

obtener del piruvato o del lactato, pero es más común del succinato. El butirato es 

cuantitativamente el AGV de menor proporción, y se sintetiza del acetato o del piruvato (van 

Houtert, 1993).  

A diferencia de la formación de acetato y butirato que involucran la producción de 

hidrógeno para su síntesis, la formación de propionato consume H2, por lo tanto, compite 

con la metanogénesis por el H2 (Ungerfeld, 2015). 

 

1.2. Metanogénesis ruminal  

La mayor producción de metano (87 %) en los rumiantes se lleva a cabo en el rumen (Murray 

et al., 1976), por metanógenos que pertenecen al dominio, Archaea; filo, Euryarcheota; 

orden, Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, y 

Methanopyrales (Ferry, 2010). Cabe resaltar que las cepas Methanobrevibacter gottschalkii 

y Methanobrevibacter ruminantium comprenden el 74 % de las AM del rumen (Henderson 

et al., 2015), éstas reducen el CO2 a CH4 con electrones del H2 como principal ruta 

metanogénica (Ferry, 2011) por lo tanto, se mencionará únicamente esta ruta (Figura 2).  

Primero, el CO2 se activa con la enzima metanofurano (MF) y se reduce a formilo (el 

donador de electrones es la ferredoxina). Esta reacción es endergónica catalizada por el 

gradiente electroquímico a través de la membrana citoplasmática (Ferry, 2010).  

Durante el segundo paso, el grupo formil (CHO) del CHO-MF es transferido a la 

tetrahidrometanopterina (H4MPT), el cual es reducido a formil tetrahidrometanopterina 

(CHO-H4MPT) [Fig. 2, reacción 2]. 



 

7 
 

 

Figura 2. Ruta metanogénica a partir de la reducción de CO2 con H2 (adaptada de Ferry 
2011). Notación: Fd, ferredoxina; MF, metanofurano; CHO-MF, formilmetanofurano; 
H4MPT, tetrahidrometanopterina; CH=H4MPT, metil tetrahidrometanopterina; F420, 
coenzima F420; CH2=H4MPT, metil tetrahidrosarcinopterina deshidrogenasa; CH3-
H4M(S)PT, metil transferasa; HSCoM, coenzima M; H4M(S)PT, tetrahidrosarcinopterina; 
CH3-SCoM, metil coenzima M; HSCoB, coenzima B; CoMS-SCoB, reducción del disulfuro 
de la coenzima M y la coenzima B. 

 

Posteriormente, el grupo metilo de la metil tetrahidrometanopterina (CH=H4MPT) se 

transfiere desde la metanopterina a la Coenzima M (HS-CoM). Esta reacción exergónica 

está acoplada a la formación gradiente de iones de sodio [Fig. 2, reacción 3]. A continuación, 

se lleva cabo dos reducciones, la F420 dependiente de la enzima Metil-H4M(S)PT:CoM 

transferasa (Mtr) cataliza la reacción 3a, y la enzima metil H4MPT deshidrogenasa 
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independiente de la coenzima F420 (Hmd) cataliza la reacción 3b (Figura 2) donde utilizan 

H2 como donador de electrones, la Mtr se utiliza en la reacción 4, lo cual culmina con CH3-

H4M(S)PT (Ferry 2010). 

La H4M(S)PT es transferida a la HS-CoM seguido de la desaminación reductiva de la 

CH3-S-S-CoB a CH4 con electrones donados de la HS-CoB [Fig. 2, reacción 5]   

La HS-CoB funciona como donador de electrones para la reducción de metil-S-CoM 

(HSCoM) en la reacción final, la cual es catalizada por la metil-CoM reductasa [Fig. 2 

reacción 5], lo que finalmente produce CH4 (Ferry, 2011). 

De tal manera que un mol de CO2 es reducido a CH4 como se muestra la siguiente 

ecuación (Ec.1) (Ferry, 2010): 

 

CO2 + 4H2 = CH4 + 2H2O ∆G’0 = – 131 kJ/mol CH4      (1) 

 

Cabe resaltar algunas de las coenzimas involucradas en la metanogénesis: la F420, 

acarreador central de electrones en el citoplasma de metanógenos; la Coenzima B, donador 

de electrones en el último paso de la metanogénesis; la Coenzima M, MF y la H4MPT son 

portadores de grupos carbono (C1) intermediarios en la metanogénesis (Deppermeier y 

Muller, 2007). 

 

1.3. Clasificación y estructura de las estatinas  

Las estatinas se clasifican en tres categorías: (i) estatinas naturales, producidas 

principalmente por hongos, por ejemplo, Lv y prevastatina, (ii) estatinas semisintéticas, 

éstas son derivadas de las estatinas naturales mediante síntesis química como la 

simvastatina, y (iii) estatinas sintéticas, las cuales no son producidas biológicamente o por 
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la síntesis química de las estatinas naturales, e.g., rosuvastatina, pitavastatina, 

atorvastatina, fluvastatina, y cerivastatina.  

Las estatinas tienen en común la siguiente subestructura, un quiral β- hidroxi-γ-lactona 

o su análogo en forma abierta, el ácido 3,5,-sin-diol, con dos estereocentros (Kajdič et al., 

2019; Figura 3). 

 

 

Figura 3. Hidrólisis de lovastatina y similaridad entre las estructuras químicas de la 
lovastatina β-Hidroxiácido y la HMGCoA. (a) lovastatina lactona, (b) lovastatina β-
Hidroxiácido, (c) HMGCoA, y (d) Mevalonato. Adaptado de Syed y Ponnisamy (2018). 

 

La fórmula empírica de la Lv es C24H36O5, tiene un peso molecular de 404.5 g/mol, y 

es casi insoluble en agua 0.4 mg/L (Goswani et al., 2012). La Lv exhibe solubilidad 

moderada en metanol, etano, acetonitrilo, y es altamente soluble CHCl3 (Ying et al., 2018).  

La Lv pura se comercializa en su forma lactona (LA) “pre-fármaco inactivo”, la cual es 

insoluble en agua y con gran capacidad para atravesar las membranas biológicas (Zhang et 
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al., 2015; Kajdič et al., 2019). No obstante, existen algunas formas para activarla en su forma 

activa β-hidroxiácido (HI), la cual es soluble en agua (Yang et al., 2006; Figura 3). 

 

1.4. La lovastatina como estrategia para inhibir las arqueas metanogénicas  

Las membranas de las AM y eubacterias están formadas por una bicapa o monocapa de 

moléculas de lípidos que forman una matriz en la que se encuentran varias proteínas 

(Konings et al., 2002). A diferencia de eubacterias y eucariotas, las arqueas tienen cadenas 

laterales de isoprenoides unidas al glicerol mediante enlaces de tipo éter (Sûstar et al., 

2012). Algunas arqueas contienen lípidos en su membrana donde la unidad fundamental 

puede sufrir una dimerización intermolecular formando un par de hidrocarburo isoprenoide 

C40 ligado a di glicerol. Las arqueas sintetizan lípidos isoprenoide unidos por enlace éter, 

característica única de este dominio (Figura 4a), los cuales forman la unidad estructural de 

sus membranas (Knappy et al., 2011). Con base en lo anterior, una estrategia para inhibir 

el crecimiento de AM es mediante el uso de compuestos que inhiban una etapa clave en la 

síntesis de unidades isoprenoide.  

Las estatinas se pueden producir del metabolismo secundario de hongos 

filamentosos, los principales productores son Aspergillus terreus y algunas especies del 

género Monascus (Goswami et al., 2012; Bizukojc y Gonciarz, 2015). La Lv es una estatina, 

que en su forma  hidroxiácido es un inhibidor competitivo de la HMGCoA reductasa, enzima 

que realiza la conversión de HMGCoA en ácido mevalónico (Figura 4b). Esto último a su 

vez es el paso limitante en la síntesis de pirofosfato de isopentenilo, precursor de moléculas 

importantes como: colesterol, unidades de isopreno, terpenos, etcétera (Suzuki y Imai, 

2010). 
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Como se describió, las AM contienen cadenas largas de isoprenoides como 

componente principal de su membrana celular, las cuales son sintetizadas a partir de 

mevalonato, este es el precursor clave para la síntesis de isoprenoides en AM. Lv inhibe la 

HMGCoA así disrumpe la síntesis de la membrana celular, impide la cadena respiratoria de 

la metanogénesis unida a la membrana y afecta negativamente el crecimiento de 

metanógenos (Miller y Wolin, 2001; Gottlieb et al., 2016). 

Otro mecanismo mediante el cual la Lv podría inhibir las AM, es a través de la inhibición 

de enzimas que participan en la reducción del CO2 durante la metanogénesis, 

específicamente aquellas que requieren de la coenzima F420 (Sharma et al., 2011).  

Experimentos de acoplamiento de proteína-ligando in silico sugieren que la Lv puede tener 

una mayor afinidad por el sitio de unión a la F420 en este tipo de enzimas que la misma 

coenzima F420. Esta coenzima se une como grupo prostético al sitio activo de la enzima 

como normalmente ocurre en la naturaleza. Sin embargo, un estudio de predicción de 

inhibidores reveló que la Lv tiene una afinidad de reacción de -22.07 Kcal/mol y la 

mevastatina una afinidad de reacción de -21.91 kcal/mol. Esto indica que existe mayor 

afinidad por la estructura modelo de la enzima oxidorreductasa NADP en comparación con 

el de la coenzima F420, la cual tan solo mostró una afinidad de reacción de -14.40 Kcal/mol. 

A su vez, esto sugiere que la Lv y la mevastatina pueden actuar como inhibidores 

potenciales de la proteína oxidorreductasa NADP dependiente de F420 alterando los pasos 

de la ruta metanogénica en los que se encuentre involucrada la coenzima F420 (Sharma et 

al., 2011). Sin embargo, la evidencia experimental de este mecanismo alterno es muy 

limitada (Muskal et al., 2016).  
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Figura 4. Biosíntesis y composición de la membrana de arqueas metanogénicas. (a) Ruta 
del Mevalonato para producir lípidos isoprenoides de la membrana de las arqueas; (b) 
Mecanismo inhibitorio de la lovastatina sobre la HMG-CoA reductasa, enzima responsable 
de la conversión de la HMG-CoA a Mevalonato. Adaptada de Jain et al. (2014). 
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1.5. Efecto de la lovastatina sobre la producción de metano ruminal   

Una limitante de la Lv en la alimentación de rumiantes es su costo (7.5 USD $/g grado 

industrial, Mulder et al., 2018, Sigma-Aldrich, St. Louis MO). Por lo tanto, se han evaluado 

algunas alternativas económicas para producir Lv, entre las cuales, la FES es uno de los 

bioprocesos más promisorios.  

 Una ventaja de la FES aplicado a la nutrición animal radica en los sustratos, los 

cuales una vez fermentados pueden ser utilizados como portadores de Lv, y posteriormente 

incorporarse a las raciones para rumiantes como suplementos anti metanogénicos (Jahromi 

et al., 2013, Morgavi et al., 2013, Ábrego-García et al., 2021). 

 Se han evaluado diferentes residuos y productos agrícolas para producir Lv mediante 

FES, pero en este apartado solo se menciona brevemente los resultados de experimentos 

donde los rastrojos fermentados fueron usados para mitigar la metanogénesis ruminal. 

Interesantemente, todas las cepas valoradas pertenecen a Aspergillus terreus. En la FES 

del rastrojo de avena se obtuvo rendimientos de 0.26 y 0.69 mg/g MS Jahromi et al. (2013) 

y Mohd Azlan et al. (2018), respectivamente. A pesar del alto contenido de fibra en el rastrojo 

de arroz, los resultados con base en la producción de Lv son similares a los obtenidos en 

grano de arroz 0.57 mg/g MS (Morgavi et al., 2013).  Otro substrato de FES fue la torta de 

palmiste, en la cual se tuvo un rendimiento máximo de 0.85 mg/g DM (Candyrine et al., 

2018) y finalmente, en el rastrojo de avena con el rendimiento de Lv más alto 23.8 mg/g MS 

(Ábrego-García et al., 2021). En general, estos resultados sugieren un rendimiento de bajo 

a moderado de Lv en comparación con experimentos dirigidos especialmente a producir 

estatinas (Mulder et al., 2015).  
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1.5.1. Experimentos in vitro  

Se ha demostrado que la Lv tiene un efecto inhibitorio sobre la producción de CH4 en cultivos 

puros de AM. El Cuadro 1 reúne la información sumaria de los antecedentes relevantes. El 

trabajo pionero de Miller y Wolin (2001) demostró que la adición de Lv (4 μg/mL) en medios 

anaerobios con cepas del género Methanobrevibacter aisladas del rumen, en co-cultivo con 

bacterias fibrinolíticas/celulolíticas disminuyó 80 a 100 % el crecimiento de las cepas 

Methanobrevibacter y redujo significativamente su producción de CH4. Estos resultados 

fueron confirmados por Demonfort et al. (2017) quienes en cultivos puros de AM y bacterias 

del sistema digestivo de humanos inhibieron completamente la metanogénesis con Lv (4 

μg/mL). Por su parte, Jahromi et al. (2013b) en un experimento bajo condiciones similares 

a los anteriores reportaron que la cepa Methanobrevibacter smithii tuvo una inhibición de 

metano (96 %) con una dosis 12 veces mayor de Lv (50 μg/mL).  

Lamentablemente, los resultados asociados al efecto anti metanogénico de la Lv pura 

en fermentaciones de consorcios microbianos ruminales y sustratos complejos (dietas para 

rumiantes) a nivel in vitro son inconsistentes (Cuadro 1). Primero, dosis bajas de Lv pura ( 

5 mg/L) no muestran efecto inhibitorio de la Lv sobre la metanogénesis ruminal (Busquet et 

al., 2005; Obrien et al., 2014). En contraste, dosis mayores de 100 mg Lv/L confirman un 

efecto significativo sobre la mitigación de CH4 ruminal (Soliva et al., 2011; Joch et al., 2021). 

Por otra parte, los resultados de fermentaciones ruminales donde se evaluaron los 

rastrojos agrícolas como portadores de Lv sugieren inhibiciones significativas de metano a 

un rango más amplío respecto a la dosis de Lv (Jahromi et al., 2013; Khonkhaeng y 

Cherdthong, 2020; Ábrego-García et al., 2021). 
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1.5.2. Experimentos in vivo 

Los experimentos in vivo donde se evaluó la mitigación de metano ruminal asociada a la Lv 

utilizaron principalmente rastrojos fermentados como portadores de Lv. El Cuadro 2 resume 

la información de esas investigaciones.  

Los trabajos con bovinos son escasos, solo se ha publicado un artículo en la literatura 

científica con bovinos productores de carne como modelo de estudio. Ramírez-Restrepo et 

al. (2014) evaluaron con cuatro niveles ascendientes de levadura roja de arroz como 

portador de Lv en la dieta, sobre el consumo de MS, ganancia de peso vivo (PV) y emisiones 

de CH4 de ruminal. Los resultados de esta investigación reportan una disminución de CH4 

g/kg MS de 14.5 %, esto se obtuvo con una concentración de Lv 0.92 mg/kg PV.  

Las investigaciones con pequeños rumiantes realizadas por Morgavi et al. (2013) 

estimaron el efecto de arroz fermentado como portador de Lv (dosis 2.26 mg/kg PV en 

ovinos) en una dieta basada en grano y heno de arroz (relación, 50:50). Los resultados 

sugieren una disminución de 30 % sobre la producción de metano ruminal. Resultados 

similares fueron reportados por Azlan et al. (2018) quienes evaluaron Lv producida en FES 

sobre la metanogénesis ruminal de caprinos, en este experimento sustituyeron rastrojo de 

arroz (40 %) por rastrojo de arroz fermentado en la dieta experimental para obtener una 

dosis de Lv 4.14 mg/ kg PV, con esto obtuvieron una disminución de CH4 ruminal de 34 %. 

Otro experimento bajo condiciones similares Candyrine et al. (2018) reportaron que la Lv 

producida en FES (subproductos de la extracción de aceite de palma) mezclada en dietas 

para cabras, con dosis de Lv 4 y 6 mg kg/PV mitigó 11 y 20 % la producción de metano 

ruminal, respectivamente. Al respecto, Wang et al. (2016) evaluaron levadura roja de arroz, 

con una dosis de Lv 4.34 mg/Kg PV, en una dieta para caprinos alta en forraje (70 %) donde 

reportan una ligera disminución de CH4 de 13 % (g/kg MS consumida).  
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Sin embargo, Klevenhusen et al. (2011) demostraron que Lv pura con una dosis menor 

a las anteriores (0.94 mg/kg PV), en una dieta para ovinos alta en forraje (48.2 %) no tiene 

efectos significativos sobre la metanogénesis ruminal. 
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2. Justificación 

Las emisiones de metano entérico ruminal representan un tercio del total de le emisiones 

antropogénicas de metano y son las más abundantes del sector agrícola-pecuario. Los 

bovinos productores de carne y de leche son los que mayor alcance tienen al respecto. Por 

lo tanto, sus sistemas de producción deben reorientarse, no solo a optimizar su 

productividad sino también a minimizar su impacto ambiental.  

La Lv se considera una opción para mitigar la producción de CH4 ruminal, sin embargo, 

existen dudas sobre los resultados a nivel in vitro principalmente cuando los sustratos 

(dietas para bovinos) e inóculo (fluido ruminal) son complejos.  Además, comparar a la Lv 

con otros inhibidores de la metanogénesis bajo condiciones similares podría demostrar la 

viabilidad de este compuesto. 

Finalmente, se ha recomendado ampliamente evaluar la factibilidad de cualquier 

compuesto inhibidor de la metanogénesis primero a nivel in vitro. Esto podría elucidar 

posibles impactos sobre la producción animal y medio ambiente, así como también ayudaría 

a plantear experimentos con animales. 
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3. Hipótesis general 

La Lv tendrá un efecto inhibitorio sobre la producción de metano ruminal, aumentará la 

concentración de metabolitos de fermentación, disminuirá la abundancia relativa de arqueas 

y no afectará la abundancia de bacterias involucradas en la degradación de la fibra en 

experimentos in vitro. 

 

3.1. Hipótesis particulares 

i. La Lv disminuirá la producción de metano ruminal de dietas para bovinos productores 

de carne y leche. 

ii. La Lv aumentará la concentración de metabolitos finales de fermentación ruminal de 

bovinos tales como AGV e H2. 

iii. La Lv disminuirá la abundancia relativa de arqueas metanogénicas y no afectará la 

abundancia de bacterias que interviene en la degradación ruminal de una dieta para 

bovinos productores de carne. 
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4. Objetivo general 

Evaluar el efecto de la Lv sobre la producción de metano ruminal, metabolitos de 

fermentación, abundancia relativa de arqueas metanogénicas y de bacterias involucradas 

en la degradación de la fibra en experimentos in vitro. 

 

4.1. Objetivos particulares 

i. Evaluar el efecto de la Lv sobre producción de metano de bovinos productores de 

carne y de leche.   

ii. Evaluar el efecto de la Lv sobre la concentración de metabolitos finales de 

fermentación ruminal e.g. AGV e H2.  

iii. Estudiar las comunidades microbianas ruminales para establecer el efecto de la Lv 

sobre la abundancia relativa de arquea y bacterias, así como profundizar la 

interpretación de estos resultados en conjunto con los de la fermentación ruminal. 
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5. Materiales y Métodos 

5.1. Estrategia de trabajo 

Este proyecto constó de tres años de actividades experimentales y un año de respaldo para 

escribir la tesis y artículos adicionales. La investigación se dividió en tres fases y siete 

actividades principales (Figura 5). La etapa 1 se enfocó en producir Lv mediante FES, 

estandarizar una metodología para la extracción y cuantificación de Lv, así como determinar 

la composición bromatológica de los rastrojos antes y después de la FES. Con base a lo 

anterior se seleccionó la cepa y sustrato con mejor rendimiento de Lv (CDBB H-194 y 

rastrojo de avena). Posteriormente, se evaluó el efecto anti metanogénico del rastrojo de 

avena fermentado como portador de Lv en una ración para bovinos productores de carne. 

También, se realizó un experimento in vitro para evaluar Lv pura en comparación con la 

MON y el BES sobre la inhibición de metano ruminal y concentración de AGV. 

 Durante la etapa 2 se secuenciaron las muestras de fluido ruminal (actividades 2 y 3) 

y se realizó su análisis bioinformático. Se analizó el efecto anti metanogénico de la Lv pura 

con una dieta e inóculo de bovinos productores de leche, así como también la remoción de 

Lv bajo estas condiciones. Finalmente, en la Etapa 3 enfocó principalmente al análisis 

bioinformático de las actividades 2 y 3 en conjunto de resultados con técnicas de estadística 

multivariada.     
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Figura 5. Etapas y actividades experimentales del presente proyecto doctoral. 
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5.2. Actividad 1. Producción de lovastatina en fermentación en estado sólido 

5.2.1. Diseño experimental 

Se realizó un experimento para producir Lv en FES mediante un diseño factorial 22 con 

medidas repetidas a lo largo del tiempo (0, 6, 12, y 16 d de incubación), donde el primer 

factor fue la cepa de Aspergillus terreus (CDBB H-194 y CDBB H-1976). El segundo factor 

correspondió al sustrato (rastrojo de avena y salvado de trigo). Cada tratamiento se realizó 

por triplicado. La producción de Lv fue la principal variable de respuesta, mientras que el 

tipo de cepa, tipo de sustrato y tiempo de fermentación se consideraron como efectos fijos.  

Con base al análisis anterior (mayor rendimiento de Lv) se seleccionó la cepa (CDBB 

H-194) para evaluar la eficiencia de degradación lignocelulósica con ambos sustratos de 

FES.  

 

5.2.2. Mantenimiento de cultivo y suspensión de las esporas  

Las cepas de Aspergillus terreus (CDBB H-194 y CDBB H-1976) se obtuvieron de la 

Colección Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV. Se 

cultivaron en un medio PDA (potato agar dextrosa) en cajas Petri a 30°C por 6 días. 

Posteriormente se realizó la suspensión de las esporas; se adicionó 5 mL de solución estéril 

tween-80 (0.1 %), se agitó manualmente la caja Petri por 1 minuto. Las esporas fueron 

contadas en una cámara de Neubauer y un microscopio de contraste de fases, se ajustaron 

a una concentración aproximada de 107 esporas/mL, y se tomaron 2 mL de la suspensión 

de esporas como inóculo (Mouafi et al., 2016).  
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5.2.3. Sustrato de fermentación en estado sólido  

El rastrojo de avena y salvado de trigo se obtuvieron de la granja experimental de la 

Universidad Autónoma Chapingo, Texcoco, Edo. de México. El rastrojo de avena fue molido 

y se utilizó una criba de 0.4 cm de diámetro. Las muestras se conservaron en bolsas de 

plástico en refrigeración a 4°C. 

 

5.2.4. Análisis bromatológico 

Los sustratos fueron secados a 50°C/48 h. El análisis bromatológico se realizó de a acuerdo 

a los métodos de la AOAC (2002); materia seca 934.01 (MS), extracto etéreo 920.29 

(EE); cenizas 942.05, y proteína cruda 976.05 (CP). Las variables fibra detergente 

neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), hemicelulosa (FDN – FDA), celulosa (FDA – 

lignina) y lignina se terminaron de acuerdo con Van Soest et al. (1991). 

 

5.2.5. Preparación y condiciones de fermentación en estado sólido  

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL, se les agregó 5 g de sustrato en base a peso 

seco, el contenido de humedad fue ajustado a 70 % con la siguiente solución mineral (g/L); 

KH2PO4 2.1, MgSO4 0.3, CaCl2 0.3, FeSO4 0.11, ZnSO4, NaNO3 0.5, metionina 1.5 y glicerol: 

20 mL/L (Jirasatid et al., 2013), el pH se ajustó a 6. Después, los matraces cargados con 

los sustratos y el medio fueron esterilizados a 121°C por 15 min y se inocularon con 2 mL 

de la suspensión de espora. Los matraces fueron incubados a 30°C las primeras 48 horas, 

seguido a 28°C por un día, después a 26°C por el resto de la incubación (Xu et al., 2005). 

El contenido de los matraces fue agitado manualmente dos veces al día. 
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5.2.6. Extracción y cuantificación de lovastatina  

Cada muestra fue secada a 60 °C por 24 h y molida en un mortero. Se pesó 1 g de sustrato 

molido, se depositó en un matraz de 200 mL, se le agregaron 40 mL de acetato de etilo, y 

se mantuvieron en agitación por 2 horas a 200 rpm.  El acetato de etilo se evaporó en un 

rotavapor, los extractos fueron re suspendidos en 5 mL de acetonitrilo:H2O (80:20 v/v) y se 

filtraron con un acrodisco de acetato (Millipore,  MA, USA) poro 0.45 μm (Jaivel y Marimuthu, 

2010).   

Posteriormente, se cuantificó la Lv mediante un equipo de HPLC-UV (Varian Analytical 

Instruments, Model 9010, CA, USA) de acuerdo con la metodología de Yang y Hwang 

(2006). Se utilizó una columna Gemini 5U C18 (Phenomenex, CA, USA) y como fase móvil 

acetonitrilo: H2O (70:30 v/v) acidificada con H3PO4 al 0.1 % (flujo de 0.5 mL/min). La longitud 

de onda fue 235 nm. El volumen de inyección fue de 50 μL. El estándar de Lv se obtuvo de 

Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA) (Lorenz y Parks 1990; Patil et al. 2015).   

 

5.2.7. Eficiencia de degradación lignocelulósica  

Las eficiencias de degradación de lignina y de ‘celulosa + hemicelulosa’ en el rastrojo de 

avena y salvado de trigo con la cepa A. terreus (CDBB H-194) se estimaron de acuerdo 

con las ecuaciones 2 y 3, respectivamente. 

 

lig =  1 – (γligf / γligi) * [(1– γligi ) / (1 – γligf)]        (2) 

 

(c+h) = 1 – (γ(c+h)f / γ(c+h)i) * [(1– γ(c+h)i) / (1 – γ(c+h)f)]      (3) 
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Donde γligi y γ (c+h)i son los contenidos iniciales de lignina y ‘celulosa + hemicelulosa’ 

en los sustratos, respectivamente. γligf y γ (c+h)f son los contenidos finales de lignina y  

‘celulosa + hemicelulosa’ en los sustratos, respectivamente. Las γ se expresan en kg/kg de 

MS. Las ecuaciones 2 y 3 se expresan en decimales, estas pueden ser multiplicadas por 

100 para reportar le eficiencia de degradación en porcentaje. 

 El índice  , el cual sugiriere si la degradación de ‘celulosa + hemicelulosa’ es mayor 

que lignina se determinó de acuerdo con la siguiente ecuación (Ec. 4):  

 

 = lig / (c+h)          (4)

     

Donde lig y (c+h) son las eficiencias de degradación de lignina y ‘celulosa + 

hemicelulosa’ del rastrojo de avena y salvado de trigo.  

La eficiencia de FES (ESSF) se calculó con la ecuación 5 (Shrivastava et al., 2014):  

 

ESSF (%) = [(pérdida de lignina) / (pérdidas de hemicelulosa + celulosa)] * 100      (5) 

  

5.2.8. Análisis estadístico  

Los datos de producción de Lv se analizaron mediante un diseño factorial 22 con medidas 

repetidas en tiempo, se utilizó el procedimiento MIXED de SAS studio, (SAS Institute Inc., 

2018). El tratamiento y los tiempos se consideraron como efecto fijo y la unidad experimental 

y repetición como efectos aleatorios. La estructura de covarianza se seleccionó en base a 

los criterios de información de Akaike y de los criterios bayesianos de Schwars (Littell et al., 

2006). Por otra parte, los coeficientes de cinética de orden cero de los rendimientos finales 
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de Lv en cada tratamiento fueron analizadas con un modelo factorial 22. La comparación de 

medias múltiples se realizó con la prueba de Tukey (P  0.05). 
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5.3. Actividad 2. Efecto del rastrojo de avena como portador de lovastatina sobre 

la producción de metano ruminal 

5.3.1. Diseño experimental 

Se realizó una prueba en lote, el sustrato de fermentación ruminal fue una dieta alta en 

grano, la cual contenía rastrojo de avena, este último se reemplazó por RAF en tres 

proporciones 9.5, 18.9, y 28.4 %, con esto se obtuvieron las siguientes dosis de Lv en el 

medio de fermentación ruminal; 50, 100, y 150 mg/L. Se usó un diseño experimental 

completamente al azar con tres tratamientos y un control. Cada tratamiento se realizó por 

triplicado. Las variables principales de respuesta fueron la producción de gas total (PGT), 

metano, hidrógeno, y AGV. 

 

5.3.2. Análisis bromatológico de las dietas experimentales 

Las dietas fueron secados a 50 °C/48 h y almacenados a 4 °C. El análisis bromatológico se 

realizó de a acuerdo a los métodos de la AOAC (2002): MS, 934.0; EE, 920.29; cenizas 

942.05, y PC, 976.05. Las variables FDN y FDA se terminaron de acuerdo con Van Soest 

et al. (1991). 

 

5.3.3. Técnica producción de gas in vitro 

Se usaron frascos serológicos de 120 mL como digestores, se les adicionó 0.5 g de una 

dieta para bovinos molidos mezclada con el RAF, a un tamaño de partícula de 1 mm (Cuadro 

3). Después, se le añadieron 30 mL del medio de cultivo anaerobio (Menke y Steingass, 

1988; Anexo 9.1), se ajustó el pH a 6.8 y fueron esterilizados en autoclave a 121 °C y 103 

kPa gauge. Las botellas fueron purgadas con CO2 y conservadas a -4 °C.  



 

30 
 

El inóculo de fluido ruminal se obtuvo de tres novillos fistulados y canulados del rumen. 

Los novillos fueron alimentados con una dieta que contenía 40 % de concentrado y 60 % de 

forraje. El fluido ruminal se extrajo 2 h después de alimentar a los animales y se transportó 

en termos (2 L) precalentados con agua destilada a 39 °C. 

 

Cuadro 3. Ingredientes, proporción de rastrojo de avena fermentado y composición química 
de las dietas experimentales 

 

 FDNa: Fibra detergente neutro; FDAb: Fibra detergente acido.  

 

Se inocularon 15 mL del fluido ruminal filtrado con cuatro capas de tela manta de cielo 

en las botellas serológicas previamente cargadas con la dieta, medio de cultivo y RAF. 

Finalmente, se incubaron a 39 °C y 90 rpm por 48 h.  

 

5.3.4. Cuantificación de gas total, metano e hidrógeno   

La PGT, CH4 e hidrógeno fueron cuantificadas a las 12, 24, 36 y 48 h de incubación. Para 

Ingrediente  Concentración de Lv (mg/L) 

MS, g/Kg 0 50  100  150  

 Maíz molido 566 566 566 566 

 Soya  120 120 120 120 

 Urea 10 10 10 10 

 Mezcla mineral + vitaminas 20  20 20 20 

 Rastrojo de avena  284 189 95 0 

 Rastrojo de avena fermentado  0 95 189 284 

 Composición química, % MS     

 Materia Orgánica  90.37 90.03 90.10 89.38 

 Proteína Cruda  12.01 12.62 12.35 13.70 

 Cenizas  5.25 5.53 5.73 6.01 

 FDNa 58.08 60.18 65.34 59.69 

 FDAb 13.48 13.38 13.12 13.04 



 

31 
 

estimar la PGT cada botella serológica fue conectada con manguera tygon a un medidor de 

gas “salmuera” (Muñoz-Páez et al., 2014). Se usó un blanco (medio mineral + fluido ruminal) 

para ajustar el rendimiento de gas en cada tratamiento. 

La producción de metano e hidrógeno se cuantificó antes de medir la PGT, se 

muestreó (1 mL) del espacio gaseoso de cada digestor con una jeringa para muestras 

gaseosas y se inyectó en un cromatógrafo (Gow-Mac, Model 350, Pittsburgh, PA, 

USA) equipado con un detector de conductividad térmica. Se utilizó una columna empacada 

de sílice gel 60/80 de diámetro. La temperatura del inyector, detector, y columna fueron 37, 

100 y 70 °C respectivamente, se usó argón como gas acarreador. Los estándares de Ar, H2, 

y CH4 fueron grado cromatográfico (> 99.9 %, INFRA S.A. de C.V., Ciudad de México, 

México).  

El volumen de gas se calculó de acuerdo con la ley de los gases ideales (Castellan, 

1987) a partir de los datos de presión y temperatura de las muestras. Los volúmenes de gas 

total y metano se normalizaron (SmL) a presión y temperatura de 101,32 kPa y 298 K, 

respectivamente (Ábrego-García et al., 2021).  

 

5.3.5. Determinación de ácidos grasos volátiles  

Las muestras se prepararon de acuerdo a Cottyn y Boucque (1968). Brevemente, en un 

tubo Eppendorf (1.5 mL) se depositaron 250 µL de ácido metafosfórico (25 % p/v) y 750 µL 

del fluido ruminal de las botellas serológicas. Después, los tubos fueron centrifugados a 

6000 xg por 15 minutos. Se recuperó el sobrenadante en viales para cromatografía (1.5 mL, 

Perkin Elmer, USA). Para determinar los AGV se utilizó un cromatógrafo de gases (Perkin 

Elmer, Auto System, USA) equipado con detector de ionización de flama (FID) y una 

columna capilar (ZB-WAX, Phenomenex, USA). La temperatura del detector fue de 250 °C 
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y la del inyector de 230 °C. Se utilizó N2 como gas acarreador a un flujo de 9 Psi. El desarrollo 

del programa de temperatura fue desarrollado de acuerdo con las necesidades requeridas 

para su determinación en la Central Analítica del Departamento de Biotecnología y 

Bioingeniería del Cinvestav-IPN (Cuadro 4). 

 

Cuadro 4. Programa de temperatura (GC) para determinar ácidos grasos volátiles 

 Temperatura (°C) Tiempo (min) Incremento (°C/min) 

1 70 3 15 
2 155 8 30 
3 200 8 10 
3 250 0 fin 

 

Las concentraciones de AGV, se compararon las áreas de los cromatogramas (Anexo Fig. 

A1) de las muestras contra la curva de los estándares de calibración del ácido acético, 

propiónico, butírico, y valerico (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).  

 

5.3.6. Análisis estadístico  

Las variables PGT, metano, hidrógeno y AGV (acetato, propionato, butirato, valerato y la 

relación acetato/propionato) se analizaron mediante ANOVA con el procedimiento GLM de 

SAS studio (SAS Institute Inc., 2018) y se realizó la prueba de medias múltiples de LSD 

(Least significant difference).  
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5.4. Actividad 3. Inhibición in vitro de la metanogénesis ruminal de una dieta alta 

en grano con lovastatina  

5.4.1. Diseño experimental  

Se realizó una prueba de fermentación ruminal in vitro en lote, se utilizó una dieta alta en 

grano, fluido ruminal de bovinos, Lv pura, y otros dos compuestos anti metanogénicos (MON 

y BES). Se empleó un diseño completamente al azar con tres tratamientos: Lv, MON, BES 

y un control (CON). Cada tratamiento se realizó por triplicado. Las variables de respuesta; 

la PGT y CH4 se muestrearon a las 12, 24, 36 y 48 h.  La producción y proporciones de AGV 

se muestrearon a las 48 h. 

 

5.4.2. Hidrólisis y determinación de la lovastatina en forma - hidroxiácido 

La Lv (pureza 97.0 %+) se adquirió en forma LA inactiva. Se hidrolizó a su forma HI activa 

con una solución de NaOH-EtOH [(15 % (v/v) etanol, 0.25 % (p/v) NaOH)] después, se 

incubó a 55 °C/1 h, se ajustó el pH a 7.2 con HCL 0.1 N (Lorenz y Parks 1990) y se filtró 

con acrodiscos de 0.45 μm (Millipore, MA, USA). 

Posteriormente, se determinó la concentración de Lv en forma HI por HPLC-UV (Varian 

Analytical Instruments, Model 9010, CA, USA) de acuerdo con Yang y Hwang (2006). Se 

utilizó una columna Gemini 5U C18 (Phenomenex, CA, USA) y como fase móvil acetonitrilo: 

H2O (70:30 v/v) acidificada con H3PO4 al 0.1 % (flujo de 0.5 mL/min). La longitud de onda 

fue 235 nm. El volumen de inyección fue de 50 μL. El estándar de Lv se obtuvo de Sigma-

Aldrich (St. Louis MO, USA) (Lorenz y Parks 1990; Patil et al., 2015).     
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5.4.3. Técnica de producción de gas in vitro 

 
Se usaron frascos serológicos de 120 mL como digestores, se les adicionó 0.5 g de una 

dieta para bovinos (tamaño de partícula 1 mm), la cual contenía (%): maíz molido, 56.6; 

soya 12; urea, 1; mezcla mineral, 2 y rastrojo de avena, 28.4. Después, se le añadieron 30 

mL del medio de cultivo anaerobio (Menke y Steingass 1988; Anexo 9.1) se ajustó el pH del 

medio a 6.8 y fueron estelarizados en autoclave a 121°C y 103 kPa gauge. Posteriormente, 

se agregaron los siguientes tratamientos: Lv 300 mg/L (Fermic, SA de CV, Ciudad de 

México, México). El BES y la MON se dosificaron a 20 y 6 mg/L respectivamente; ambos 

compuestos (pureza 99.0 %+) se obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis MO, USA) y se 

diluyeron en agua destilada-estéril. Todos los tratamientos se aplicaron en un volumen de 1 

% (v/v) del medio de cultivo. Finalmente, las botellas fueron purgadas con CO2 y 

conservadas a -4 °C.  

El inóculo de fluido ruminal se obtuvo de tres novillos fistulados y canulados del rumen. 

Los novillos fueron alimentados con una dieta que contenían 40 % de concentrado y 60 % 

de forraje. El fluido ruminal se extrajo 2 h después de alimentarse, se transportó en termos 

(2 L) precalentados a 39 °C, y fue llevado al laboratorio en un tiempo menor a 1 h.  

Se inocularon 15 mL del fluido ruminal filtrado con cuatro capas de tela manta de cielo 

en las botellas serológicas previamente cargadas con la dieta, medio de cultivo, e inhibidor 

metanogénico y se incubaron a 39 °C y 90 rpm por 48 h. Se usó un blanco por triplicado 

para ajustar la PGT, el cual contenía 30 mL de la solución mineral + 15 mL del fluido ruminal. 
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5.4.4. Cuantificación de gas total y metano  

La PGT y de CH4 fueron cuantificadas a las 12, 24, 36 y 48 h de incubación. Para estimar 

la PGT cada botella serológica fue conectada con manguera tygon a un medidor de gas por 

desplazamiento de salmuera (Muñoz-Páez et al., 2014). La PGT del blanco fue usada para 

calcular el rendimiento de gas en cada tratamiento. 

El metano se cuantificó antes de medir la PGT, se muestreó (1 mL) del espacio 

gaseoso de cada digestor con una jeringa de muestras gaseosas y se inyectó en un 

cromatógrafo (Gow-Mac, Model 350, Pittsburgh, PA, USA) equipado con un detector de 

conductividad térmica. Se utilizó una columna empacada de sílice gel 60/80 de diámetro. La 

temperatura del inyector, detector, y columna fueron 37, 100 y 70 °C respectivamente. El 

gas acarreador argón y el estándar CH4 fueron grado cromatográfico (> 99.9 %, INFRA S.A. 

de C.V., Ciudad de México, México).  

El volumen de gas se calculó con la ley de los gases ideales (Castellan, 1987) a partir 

de los datos de presión y temperatura de las muestras. Los volúmenes de gas total y metano 

se normalizaron (SmL) a presión y temperatura de 101,32 kPa y 298 K, respectivamente 

(Ábrego-García et al., 2021).  

 

5.4.5. Determinación de ácidos grasos volátiles  

Las muestras se prepararon de acuerdo a la metodología de Cottyn y Boucque (1968). 

Brevemente, en un tubo Eppendorf (1.5 mL) se depositaron 250 µL de ácido metafosfórico 

(25 % p/v) y 750 µL del fluido ruminal de las botellas serológicas. Después, los tubos fueron 

centrifugados a 6000 xg por 15 minutos. Se recuperó el sobrenadante en viales para 

cromatografía (1.5 mL, Perkin Elmer, USA). Para determinar los AGV se utilizó un 

cromatógrafo de gases (Perkin Elmer, Auto System, USA) equipado con detector de 
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ionización de flama (FID) y una columna capilar (ZB-WAX, Phenomenex, USA). La 

temperatura del detector fue de 250 °C y la del inyector de 230 °C. Se utilizó N2 como gas 

acarreador a un flujo de 9Psi. El desarrollo del programa de temperatura fue desarrollado 

de acuerdo con las necesidades requeridas para su determinación en la Central Analítica 

del Departamento de Biotecnología y Bioingeniería del Cinvestav-IPN (Cuadro 4). 

 

5.4.6. Análisis estadístico   

Los datos se analizaron con el procedimiento GLM de SAS studio (SAS Inst. 2018). La 

comparación de medias se realizó con la prueba mínima diferencia significativa (Steel et al. 

1997). Se usó el siguiente modelo matemático (Ec. 6): 

 

ij = μ + Ti + εij                (6) 

 

Donde:ij = Variable respuesta en la j-ésima repetición (botella serológica) del i-ésimo 

tratamiento; μ = Media general de todos los datos del experimento; Ti = Efecto del 

tratamiento i; εij = Error experimental asociado al j sujeto bajo el i tratamiento. 
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5.5. Actividad 4. Caracterización de comunidades microbianas del rumen  

5.5.1. Diseño experimental  

Se usó un diseño experimental completamente al azar con tres tratamientos y tres 

repeticiones; control, RAF (Lv 150 mg/L) e inóculo (fluido ruminal), las muestras de ADN se 

obtuvieron de la actividad 2. Se analizaron los índices de alfa y beta diversidad, así como la 

abundancia relativa. Finalmente, se realizó la correlación de Sperman entre la microbiota y 

los metabolitos finales de fermentación ruminal.   

 

5.5.2. Extracción de DNA 

La extracción de DNA se realizó a partir de muestras (actividad 2) de 6 mL de la parte 

superficial y 6 mL del fondo de las botellas serológicas siguiendo las instrucciones del kit 

UltraClean Soil DNA Isolation de MO BIO (Anexo 9.2). Se empleó un volumen de re-

suspensión de 60 µL, la cuantificación se realizó en un equipo Epoch™ Microplate 

Spectrophotometer (Anexo Cuadro A1). La integridad de las muestras extraídas se 

comprobó con una electroforesis en gel de agarosa al 1 % a 70 Volts durante 20 minutos 

(Anexo Fig. A2). 

 

5.5.3. Secuenciación por amplicones  

Las librerías se realizaron siguiendo las instrucciones del kit Nextera XT DNA Library 

Preparation de Illumina. Como primer paso las muestras fueron diluidas a una concentración 

de 5 ng/µL. 

Se utilizaron primers específicos para la región V4 de arqueas y bacterias (Zhu et al., 

2018) a los cuales se les adicionó la secuencia de anclaje de la plataforma Illumina MiSeq. 
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La secuencia de primers para la región V4 del rDNA 16s fueron: 

515F 5’-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’ 

806R 5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ 

 

Las reacciones de PCR se realizaron con la polimerasa SuperFi DNA Polymerase 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) a un volumen final de 25 µL, las condiciones de 

PCR fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 98 °C durante 30 segundos, 25 ciclos 

de desnaturalización a 98 °C/10 segundos, una temperatura de alineamiento de 50 °C/ 30 

segundos, una extensión a 72 °C/ 30 segundos, y un último paso a 72 °C/ 5 minutos. El 

tamaño e integridad de los amplicones se verificó por medio de gel de agarosa 1 % a 100 

volts. 

Una vez cuantificadas las muestras tanto del fondo y de la superficie de las botellas, 

éstas fueron mezcladas añadiendo el equivalente a 50 ng de DNA de cada muestra en un 

microtubo de 0.5 mL, se secaron en un concentrador Eppendorf, se re suspendieron en 10 

µL de agua y se cuantificó nuevamente la concentración de DNA en un espectrofotómetro 

NanoDrop. Posteriormente, se realizó una primera purificación del producto con perlas 

magnéticas AMPure XP (Anexo 9.3). 

Se realizo una segunda PCR para añadir los índices Illumina específicos a cada 

muestra (Cuadro 5), las condiciones fueron: 98 °C por 3 minutos (1 ciclo), 98 °C por 30 

segundos/55 °C por 30 segundos/72 °C por 30 segundos (8 ciclos) y un paso de extensión 

final a 72 °C por 5 minutos. 
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Cuadro 5. Índices Illumina correspondientes para cada muestra 

Muestra Índices 

Inóculo-r1  S502 CTCTCTAT N701 TAAGGCGA 

Inóculo-r2  S502 CTCTCTAT N702 CGTACTAG 

Inóculo-r3  S502 CTCTCTAT N703 AGGCAGAA 

Con Lv p-r1 S502 CTCTCTAT N704 TCCTGAGC 

Con Lv p-r2 S515 TTCTAGCT N701 TAAGGCGA 

Con Lv p-r3 S508 CTAAGCCT N707 CTCTCTAC 

Lv 300-r1 S515 TTCTAGCT N704 TCCTGAGC 

Lv 300-r2 S510 CGTCTAAT N707 CTCTCTAC 

Lv 300-r3 S511 TCTCTCCG N706 TAGGCATG 

Con RAF-r1 S503 TATCCTCT N704 TCCTGAGC 

Con RA-r2 S521 GAGCCTTA N701 TAAGGCGA 

Con RAF-r3 S521 GAGCCTTA N702 CGTACTAG 

RAF 150-r1 S521 GAGCCTTA N703 AGGCAGAA 

RAF 150-r2 S521 GAGCCTTA N704 TCCTGAGC 

RAF 150-r3 S522 TTATGCGA N701 TAAGGCGA 

Inóculo-r, inóculo fluido ruminal; Con Lv p-r, control del experimento de con Lv comercia; Lv 
300-r, tratamiento del experimento con Lv pura (300 mg/L); Con RAF-r, control del 
experimento con RAF como portador de Lv; RAF 150-r, tratamiento del experimento con 
RAF como portador de Lv (150 mg/L). 

 

Posteriormente, se purificó del producto de la segunda PCR con perlas magnéticas 

AMPure XP (Anexo 9.3), el producto (DNA) purificado fue cuantificado utilizando un 

espectrofotómetro NanoDrop, una vez verificada la pureza se realizó una segunda 

cuantificación utilizando un método fluorométrico Qubit.  

Se determinó la longitud total del amplicón de 427 pb (producto de PCR = 291 pb + 

147 pb de adaptadores de Illumina e índices) y el cálculo de la concentración nM se 

determinó de acuerdo con la siguiente formula (Ec. 7): 
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Concentración nM =  
Concentración ng/μL

660
g

mol
∗Tamaño de la biblioteca (pb)

∗ 106                        (7) 

 

Se realizó una mezcla equimolar de las muestras utilizando la fórmula (Ec. 8): 

 

Vol. Indice =  
V(f)∗C(f)

# muestra∗C(i)
                                                                        (8) 

 

Donde: V(f) = Volumen final de la mezcla; C(f) = Concentración final de la mezcla (nM); 

# muestra = Número total de muestras presentes en la mezcla; C(i) = Concentración inicial 

de la biblioteca (nM) 

 

5.5.4. Desnaturalización de bibliotecas y carga de muestra en la plataforma MiSeq 

Para preparar el clúster y secuenciar el pool de bibliotecas, las muestras fueron 

desnaturalizadas: las bibliotecas de 4 nM se diluyeron a 20 pM, utilizando 5 µL de la librería 

de 4 nM con 5 µL de NaOH 0.2 N, incubando 5 minutos a temperatura ambiente y se le 

agregó 990 µL de buffer hibridación. Cada muestra incluyó una concentración de 5 % Phix, 

la cual sirve como control interno para las bibliotecas con baja diversidad. Los amplicones 

del 16S rRNA se secuenciaron por medio de la plataforma Illumina Miseq 2x250 paired-end, 

en la Unidad de Secuenciación y Polimorfismos del INMEGEN. 
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5.6. Actividad 5. Análisis bioinformático 

Control de calidad y filtrado de secuencias se realizó con el paquete de software QIIME 2 

(v. 2019.1), la secuencia correspondiente a los adaptadores fue eliminada utilizando la 

herramienta Cutadapt (Martin, 2011), las secuencias apareadas se unieron mediante q2-

vsearch (Rognes et al., 2016), el control de calidad se realizó utilizando el algoritmo de 

Deblur (Weiss et al., 2017). 

  

5.6.1. Clasificación Taxonómica de las secuencias del gen rRNA16S  

El análisis taxonómico se realizó alineando las secuencias con un clasificador bayesiano 

enfocado a la región V4 del gen de rRNA 16S. Las secuencias se agruparon con un 99 % 

de similitud en unidad taxonómica operativas (OTUs). Cada lectura fue clasificada a nivel 

de filo, clase, orden, familia y genero con referencia a la base de datos Greengenes v. 13.8 

(http://greengenes.lbl.gov). La abundancia relativa fue calculada dividiendo el número de 

secuencias de cada nivel taxonómico entre el total de número de secuencias por muestra.  

 

5.6.2. Índices de alfa y beta diversidad 

Los cálculos de diversidad alfa (OTU, Simpson, Shannon, Pielou y Chao) y beta (análisis de 

coordinadas principales) fueron realizados con la herramienta Diversity QIIME 2 (Rideout et 

al., 2018). 

 

5.6.3. Análisis estadístico  

Los índices de alfa y beta diversidad, así como la abundancia relativa de arqueas y bacterias 

se analizaron mediante ANOVA con el procedimiento GLM de SAS studio (SAS Institute 

Inc., 2018) y se realizó la prueba de medias múltiples de LSD (Least significant difference).  

http://greengenes.lbl.gov/
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Los gráficos de alfa y beta diversidad se crearon con el paquete ggplot de acuerdo con 

Hill et al. (2003). El análisis de componentes principales (PCA) se realizó con los paquetes 

Vegan y ggplot2 de R studio (3.6.1), respectivamente (Lê et al., 2018). La correlación de 

Spearman entre los productos finales de fermentación y la microbiota ruminal se calculó de 

acuerdo al paquete Hmisc, R studio. Se consideró significancia estadística cuando el valor 

de P < 0.05. 
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5.7. Actividad 6. Inhibición in vitro de metano en bovinos productores de leche 

5.7.1. Diseño experimental  

Se realizó una prueba en lote donde se evaluaron dos sustratos de fermentación ruminal 

(una dieta para bovinos productores de leche y celulosa), inóculo (fluido ruminal de bovinos 

productores de leche) y una dosis única de Lv (300 mg/L). Las variables principales de 

respuesta para ambos experimentos fueron; PGT, producción de CH4, AGV (acético, 

propiónico y butírico) y la remoción de la Lv en medio de cultivo ruminal.  

 

5.7.2. Técnica de producción de gas in vitro 

El inóculo de microorganismos ruminales se obtuvo de una vaca lechera fistulada y canulada 

del rumen. La vaca fue alimentada con una dieta que contenían 30 % de concentrado y 70 

% de forraje. El fluido ruminal se extrajo 2 h después de alimentarse, se guardó en un termo 

(2 L) precalentado a 39 °C y fue llevado al Laboratorio 33 (DBB-CINVESTAV) en un tiempo 

aproximado de una hora. 

Se usaron frascos serológicos de 120 mL como digestores, se le adicionó 0.5 g de 

sustrato: (i) dieta de bovinos lecheros que contenía (%): alfalfa 25; maíz molido 38; soya 11; 

rastrojo de avena 25; mezcla mineral 1 (tamaño de partícula 1 mm) y (ii) celulosa Sigma-

Aldrich (St Louis, MO, USA). Después, se le añadió un medio de cultivo que contenía: 30 

mL de medio de cultivo anaerobio, (Menke, 1988; Anexo 9.1), se le agregó la Lv 300 mg/L 

(Fermic S.A de C.V) por último, se inocularon 15 mL del fluido ruminal previamente filtrado 

con cuatro capas de tela manta de cielo. Se usaron blancos por duplicado los cuales 

consistieron en el medio de cultivo y el fluido ruminal. Los viales fueron incubados a 39 °C 

y 90 rpm. Al término de incubación los digestores se colocaron en una vasija con hielo (-6 

°C) por 10 min. 
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5.7.3. Cuantificación de gas total y metano  

La PGT y CH4 fueron cuantificados a las 12, 24, 36 y 48 h de incubación. Para estimar la 

PTG cada botella serológica fue conectada con manguera tygon a un medidor de gas por 

desplazamiento de salmuera (Muñoz-Páez et al., 2014). La PGT del blanco fue usada para 

calcular el rendimiento de gas en cada tratamiento. 

La producción de metano se cuantificó antes de medir la PGT se muestreó (1 mL) del 

espacio gaseoso de cada digestor con una jeringa de muestras gaseosas y se inyectó en 

un cromatógrafo (Gow-Mac, Model 350, Pittsburgh, PA, USA) con detector de conductividad 

térmica. Se utilizó una columna empacada de sílice gel 60/80 de diámetro. La temperatura 

del inyector, columna y detector fueron 25, 25 y 100°C respectivamente. El gas acarreador 

argón y el estándar CH4 fueron grado cromatográfico (> 99.9 %, INFRA S.A. de C.V., Ciudad 

de México, México).  

Los volúmenes de gases se calcularon con la ley de los gases ideales (Castellan, 1987) 

a partir de los datos de presión y temperatura de las muestras. Los volúmenes de gas total 

y metano se normalizaron (SmL) a presión y temperatura de 101,32 kPa y 298 K, 

respectivamente (Ábrego-García et al. 2021).  

 

5.7.4. Determinación de ácidos grasos volátiles  

Las muestras se prepararon de acuerdo a Cottyn y Boucque (1968). Se usaron tubos 

Eppendorf (1.5 mL), se depositaron 250 µL de ácido metafosfórico (25 % p/v) y 750 µL del 

fluido ruminal de las botellas serológicas. Después, los tubos fueron centrifugados a 6000 

xg por 15 minutos. Se recuperó el sobrenadante en viales para cromatografía (1.5 mL, 

Perkin Elmer, USA). Para determinar los AGV se utilizó un cromatógrafo de gases (Perkin 

Elmer, Auto System, USA) equipado con detector de ionización de flama (FID) y una 
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columna capilar (ZB-WAX, Phenomenex, USA). La temperatura del detector fue de 250 °C 

y la del inyector de 230 °C. Se utilizó N2 como gas acarreador a un flujo de 9 Psi. El desarrollo 

del programa de temperatura fue desarrollado de acuerdo con las necesidades requeridas 

para su determinación en la Central Analítica del Departamento de Biotecnología y 

Bioingeniería del Cinvestav-IPN (Cuadro 4). 

 

5.7.5. Remoción de la lovastatina  

La extracción de Lv del medio de fermentación ruminal se realizó a los tiempos de 

incubación 0, 24, 48 y 72 h. Las botellas serológicas con medio de cultivo, sustrato, inóculo, 

y Lv se mantuvieron en vortex por 3 min, inmediatamente se extrajo 1 mL de muestra, se 

depositó en tubos con rosca de 5 mL y se le agregó 2 mL de acetonitrilo. La mezcla anterior 

fue sonicada por 10 min y centrifugada a 3500 xg durante 5 min (Demonfort et al., 2017). 

Por último, se recuperó el sobrenadante y se filtró con un acrodisco, membrana de nylon, 

0.45 μm (Millipore, MA, USA). 

 

5.7.6. Determinación de lovastatina  

Se determinó la concentración de Lv por HPLC-UV (Varian Analytical Instruments, Model 

9010, CA, USA) de acuerdo con la metodología de Yang y Hwang (2006). Se utilizó una 

columna Gemini 5U C18 (Phenomenex, CA, USA) y como fase móvil acetonitrilo: H2O (70:30 

v/v) acidificada con H3PO4 al 0.1 % (flujo de 0.5 mL/min). La longitud de onda fue 235 nm. 

El volumen de inyección fue de 50 μL. El estándar se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis 

MO, USA) (Lorenz y Parks 1990; Patil et al., 2015).   
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5.7.7. Análisis estadístico  

Se realizaron dos pruebas de t–Student, la primera tuvo como control la dieta para bovinos 

productores de leche y como tratamiento, la dieta + Lv (300 mg/L). La segunda prueba utilizó 

como control la celulosa y el tratamiento consistió en celulosa + Lv (300 mg/L). Los análisis 

se realizaron con el procedimiento PROC TTES de SAS studio (SAS Institute Inc., 2018). 
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6. Resultados y discusión  

6.1. Actividad 1. Producción de lovastatina en fermentación en estado sólido 

6.1.1. Análisis bromatológico de los sustratos 

El Cuadro 6 muestra el análisis bromatológico y de contenido de las fracciones de pared 

celular de los sustratos de FES, donde resalta el contenido de proteína cruda en el salvado 

de trigo, el cual fue cuatro veces mayor que en el rastrojo de avena (151.8 vs 43.3 g/kg MS). 

El contenido lignocelulósico del rastrojo de avena fue mayor que en el salvado de trigo de 

acuerdo con los valores de FDN y FDA. Una de las ventajas de este rastrojo como sustrato 

es su bajo costo, además este no es un alimento destinado para seres humanos, caso 

contrario del salvado de trigo.  

 

Cuadro 6. Análisis bromatológico de los sustratos de fermentación en estado sólido 
 

Variable  Rastrojo de avena  Salvado de trigo  

Materia seca (g/kg) 945.2 ± 25.1 932.6 ± 18.7 

Composición química (g/kg MS)   

Proteína cruda 43.3 ± 6.1 151.8 ± 12.0 

Extracto etéreo  31.1 ± 4.8 47.5 ± 5.2 

Cenizas  62.6 ± 5.5 77.5 ± 6.7 

FDNa  680.2 ± 52.6 568.0 ± 47.3 

FDAb 415.8 ± 27.3 174.2 ± 15.8 

       aFibra detergente neutro, bfibra detergente acido.  

 

6.1.2. Eficiencia de degradación lignocelulósica 

El análisis de degradación lignocelulósica se realizó únicamente en la cepa CDBB H-194 

con los dos sustratos de fermentación, esto se debió a su alta producción de Lv. Los 

resultados indicaron que la degradación de ‘celulosa + hemicelulosa’ tanto del rastrojo de 
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avena (24 %) y del salvado de traigo (30.2 %) fue mayor que la eficiencia de degradación 

de la lignina, la cual fue aproximadamente de 15 % para ambos sustratos (Cuadro 7). La 

relación de lig / (c + h) para el rastrojo de avena ( = 0.6191) y para el salvado de trigo ( = 

0.5268) confirmó que durante la FES ambos sustratos consumieron más ‘celulosa + 

hemicelulosa’ que lignina. 

 

Cuadro 7. Composición de pared celular y eficiencias de degradación de ‘celulosa + 
hemicelulosa’ y lignina de A. terreus CDBB H-194 

 
 Rastrojo de avena Salvado de trigo 

Variable No 
fermentado 

Fermentado No 
fermentado 

Fermentado 

Hemicelulosa (g kg/MS) 267.5 ± 12.6 232.1 ± 15.5 393.9 ± 18.3 340.2 ± 16.0 

Celulosa (g kg/MS) 324.2 ±11.2 291.7 ± 12.0 118.0 ± 8.3 82.2 ± 7.4 

Lignina (g kg/MS) 83.8 ± 10.2 74.2 ± 5.18 56.0 ± 3.0 47.6 ± 4.2 

(c+h)
a
 (%) – 24.10 – 30.24 

lig
b (%) – 14.92 – 15.93 

  (-)c – 0.6191 – 0.5268 

EFES (%)d – 14.14 – 9.38 

 

aEficiencia de degradación de celulosa + hemicelulosa, bEficiencia de degradación de 

lignina, cRelación de lig / (c + h), d Eficiencia de FES= [(degradación de lignina) / 
(degradación de hemicelulosa + celulosa)]* 100. Los datos representan la media ± 
desviación estándar. 

 

El valor de EFES (14.24 %) del rastrojo de avena y (9.38 %) del salvado de trigo indicó 

que se degradó 0.14 g y 0.09 g de lignina por 1 g degradado de ‘celulosa + hemicelulosa’ a 

los 16 de días de incubación. Esto es congruente con las eficiencias de degradación e 

indicador , lo cual se especulaba debido a que A. terreus tiene una amplía producción de 

enzimas para degradar ‘celulosa + hemicelulosa’, pero estas cepas no se reportan como 

ligninolíticas (Kumar y Parikh, 2015). Además, nuestros resultados coinciden con los de 
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Azlan et al. (2018), quienes reportan una eficiencia de degradación de ‘celulosa + 

hemicelulosa’ de 20.5 % con A. terreus y rastrojo de arroz como sustrato de FES.   

 

6.1.3. Producción de lovastatina  

La producción de Lv en FES durante 16 días de incubación se muestra en la Figura 6. 

Aunque el salvado de trigo tuvo mejor composición nutricional esto no se proyectó en mayor 

rendimiento de Lv. La cepa A. terrreus CDBB H-194 con rastrojo de avena como sustrato, 

a los 16 días de incubación obtuvo el mayor rendimiento de ambas cepas y sustratos (23.8 

mg/g de MS; Figura 6a). No obstante, la producción de Lv con la misma cepa (CDBB H-

194) y salvado de trigo fue tres veces menor (6.8 mg/g de MS; Figura 6b). El alto 

rendimiento de Lv en este experimento podrían deberse por una parte a la composición 

del medio de FES (materiales y métodos, sección 6.1).  

 Primero, se utilizó glicerol, al respecto Zhang et al. (2015) reportaron que este 

compuesto induce a un proceso de FES más robusto y resistente a la represión catabólica 

también, provoca un mejor ambiente para el crecimiento de los hongos y colonización del 

sustrato. Por otra parte, la suplementación con metionina en el medio de FES fue otro 

factor determinante, debido a que un compuesto intermediario para biosíntesis de Lv 

(dihidromonacolina L) se deriva de la metionina. En este contexto, Rollini y Mazoni (2006) 

evaluaron la producción de Lv en FES con A. terreus y adicionaron metionina al medio de 

cultivo (0.01 g/L), esto aumentó 20 % la producción de Lv respecto al medio control. En 

este contexto, los resultados del tratamiento CDBB H-194 y rastrojo de avena en nuestro 

experimento superan otros experimentos similares, por ejemplo, Gulyamova et al. (2013) 

reportó rendimientos de Lv 9.5 y 8.4 mg/g de MS con dos cepas de A. terreus, y avena 

como sustratos de FES, respectivamente.  



 

50 
 

La combinación de la cepa CDBB H-1976 y salvado de trigo resultó en el segundo 

mejor rendimiento de Lv (9.1 mg/g MS) a los 12 días (Figura 6b). Este resultado coincide 

con los de Patil et al. (2011) quienes también realizaron FES de salvado de trigo y A. terreus 

obteniendo un rendimiento máximo de Lv (12.5 mg/g MS) a los 10 días de incubación. 

 

Figura 6. Producción de lovastatina en FES: (a) A. terreus CDBB H-194 y (b) A. terreus 
CDBB H-1976. , rastrojo de avena; , salvado de trigo. Los datos representan la media ± 
desviación estándar. Los asteriscos en líneas indican significancia de acuerdo con la prueba 

de Tukey (* p  0.05; ** p  0.01; *** p  0.0001). 
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La cepa CDBB H-1976 con el rastrojo de avena obtuvo el mayor rendimiento de Lv 

(5.7 mg/g MS) a los 16 días (Fig. 6b). Estudios previos han demostrado la importancia de 

genes y enzimas claves en la biosíntesis de Lv. Bhargavi et al. (2014) demostraron que la 

homología de genes involucrados en la síntesis de Lv fue mayor con una cepa de A. terreus 

aislada del suelo que de una cepa A. terreus endofítica.  

En este trabajo, la cepa CDBB H-194 fue aislada del suelo mientras la cepa CDBB H-

1976 se aisló de pacientes con aspergilosis pulmonar. Una posible explicación del bajo 

rendimiento de Lv en la cepa CDBB H-1976 puede atribuirse a la ausencia de genes 

involucrado en la biosíntesis de Lv más que factores fisiológicos y ambientales (Bhargavi et 

al., 2017).  

Los coeficientes de determinación R2 demostraron (0.8453-0.9914, rango de R2, Anexo 

Cuadro A2) que las regresiones del modelo cinético de orden cero se adecuaron a los datos 

experimentales (rendimientos finales de Lv). Esto es consistente con Levenspiel (2004), 

quien observó que este modelo generalmente se ajusta a patrones cinéticos en sistemas 

donde la concentración inicial del sustrato de fermentación es muy alta, como son los 

contenidos de ‘celulosa + hemicelulosa’ de este experimento (Cuadro 7).  
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6.2. Actividad 2. Efecto del rastrojo de avena fermentado como portador de 

lovastatina sobre la producción de metano ruminal  

6.2.1. Análisis bromatológico de las dietas experimentales  

El Cuadro 8 muestra las proporciones de RAF como portador de Lv en las dietas 

experimentales, así como la composición bromatológica de cada tratamiento. El contenido 

de proteína cruda, cenizas, FDN y FDA no mostró cambios cuando se mezcló el RAF en la 

dieta para bovinos productores de carne en comparación con el control.  

 
Cuadro 8. Composición bromatológica de las dietas experimentales con rastrojo de avena 
fermentado. 
 

 

aMezcla mineral; Ca, 30%; P, 1.00%; Na, 7.00%; K, 0.10%; S,150 ppm; Fe, 720 pp; Mg, 720; 
Cu, 285 ppm; Zn, 720 ppm; I, 8 ppm; Co, 2 ppm; Se, 5 ppm. bfibra detergente neutro; cfibra 
detergente acido. 

 

 

Ingrediente (g/kg MS) 

Lovastatina (mg/L) 

0 50 100 150 

   Maíz molido 566 566 566 566 

   Soya  120 120 120 120 

   Urea 10 10 10 10 

   Mezcla mineral + vitaminas 20 20 20 20 

   Rastrojo de avena  284 189 95 0 

   Rastrojo de avena fermentado 0 95 189 284 

Composición química (% MS)     

   Materia Orgánica  90.37 90.03 90.10 89.38 

   Proteína Cruda  12.01 12.62 12.35 13.70 

   Cenizas  5.25 5.53 5.73 6.01 

   FDNa 58.08 60.18 65.34 59.69 

   FDAb 13.48 13.38 13.12 13.04 
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Este análisis demuestra que las proporciones de RAF (9.5, 18.9 y 28.4 %) no afecta los 

principales nutrientes de la dieta experimental. Esto es de gran importancia porque se 

espera modificaciones mínimas cuando se formulen raciones para bovinos considerando el 

RAV como estrategia para mitigar las emisiones de metano ruminal (Gerber et al., 2013). 

 

6.2.2. Efecto del rastrojo de avena fermentado sobre la producción de metano 

ruminal y ácidos grasos volátiles  

Los efectos del RAF como portador de Lv sobre la PGT, metano, hidrógeno y AGV se 

muestran en el Cuadro 8. La PGT fue menor en los tratamientos 100 y 150 mg/L respecto 

al control (P < 0.05). 

 La mitigación de metano fue similar en los tratamientos RAF concentraciones de Lv 

100 y 150 mg/L, ambos mostraron niveles de inhibición de aprox. 38 % comparados con el 

control. Cabe resaltar que los resultados anteriores coinciden con los reportes por Soliva et 

al. (2011) quienes confirmaron hasta 40 % de inhibición de la producción de CH4 ruminal, 

donde emplearon el sistema RUSITEC, fluido ruminal de una vaca lechera, una dieta 

experimental a base de heno de centeno, cebada, soya, y una única dosis de Lv pura (150 

mg/L).  

En este contexto, dosis bajas de Lv (5 y 3.2 mg/L) no demuestran efectos inhibitorios 

sobre la producción de metano ruminal in vitro de dietas relación f:c 50:50 y fluido ruminal 

como inóculo (Busquet et al., 2005; O’Brien et al., 2014). Sin embargo, Jahromi et al. (2013) 

señalaron que el rastrojo de arroz fermentado como portador de Lv (dosis 4.43 mg/L de 

medio de cultivo) disminuyó la PTG y CH4 en 21 % y 16 % (P  0.01) usando este rastrojo 

fermentado como único sustrato para la fermentación ruminal in vitro.  
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Por otra parte, la producción de hidrógeno en el espacio gaseoso incrementó 

significativamente (3 y 8 veces respecto al control, Cuadro 9) en los tratamientos 100 y 150 

mg/L. La metanogénesis ruminal es la principal ruta aceptora de H2, por lo tanto, una vez 

que se inhibió la población de metanógenos del rumen, una parte del H2 producido durante 

la fermentación ruminal se acumuló en el espacio gaseoso. Esto se ha reportado en 

consorcios donde se inhibe la metanogénesis (Martínez-Fernández et al., 2016). 

 
Cuadro 9. Efecto del rastrojo de avena fermentado como portador de lovastatina sobre la 
producción de gas total, metano, hidrógeno y ácido grasos volátiles 

 
aError estándar de la media, bproducción de gas total, cácidos grasos volátiles, d relación 
acetato/propionato. abc medias con diferente literal en hilera son estadísticamente 
diferentes (P < 0.05). 

 

Al respecto, Guyader et al. (2016) reportaron que cuando se inhibió la metanogénesis 

ruminal in vitro (P  0.01) de una dieta relación f:c (50:50) con nitrato, la acumulación de H2 

en el espacio gaseoso fue 7 veces mayor respecto al control.  

 

 

Variable   

       Lovastatina, mg/L   

0 50  100   150   EEMa P-value 

PGTb, SmL 133.63a 112.24b  102.37cb 104.26cb 8.57 0.007 

CH4, SmL 44.86a 33.57ba  27.26bc 28.13bc 3.53 0.001 

H2, mmol 1.32a 6.08b  13.52c 10.68c 1.55 0.001 

pH   5.9 6.1 6.0 5.9 0.13 0.349 

Total AGVc, mM 106.67a 92.31ab 76.8b 76.57b 11.76 0.058 

VGA, mol/100 mol       

   Acetato 66.36a 65.03ba 56.10c 58.03bc 2.8 0.005 

   Propionato  17.83a 19.60a 22.86b 23.30b 1.58 0.001 

   Butirato  11.60 10.10 12.96 12.63 1.75 0.260 

   Valerato  3.6a 3.8ba 6.3c 5.8bc 0.97 0.019 

   A:P relaciónd 3.7a 3.3ba 2.4bc 2.5c 0.32 0.003 
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La concentración total de AGV al final de la fermentación ruminal de los tratamientos 

con 100 y 150 mg/L fueron significativamente menores (28 %) comparados con el control (P 

< 0.05, Cuadro 8). El tratamiento con Lv 50 mg/L no tuvo diferencias en la concentración 

total de AGV con respecto al control. 

La proporción molar de acetato fue menor 14 % en los tratamientos Lv 100 y 150 mg/L 

(P < 0.05) mientras que las proporciones molares de propionato y valerato de estos 

tratamientos incrementaron (P < 0.01) comparado con el control. Así, la relación 

acetato/propionato fue disminuida en los dos tratamientos (P < 0.05). Ningún tratamiento 

afectó la proporción molar de butirato (P > 0.26).  

La inhibición de la metanogénesis implicaría la existencia de rutas alternas para el flujo 

de electrones, la producción de propionato a nivel ruminal es una de estas rutas (Weimer, 

1998). Lo anterior pudo ocurrir en los tratamientos con Lv 100 y 150 mg/Lv donde la 

proporción molar de propionato aumentó significativamente. Esto también se sustenta con 

los resultados de Ungerfeld (2015) y Capelari y Powers (2017) quienes reportaron un 

incremento significativo en la proporción molar de propionato en fermentaciones ruminales 

in vitro cuando la producción de metano fue mitigada significativamente. 
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6.3. Actividad 3. Inhibición in vitro de la metanogénesis ruminal de una dieta alta 

en grano con lovastatina  

6.3.1. Determinación de lovastatina en forma lactona y -hidroxiácido 

El análisis de HPLC (Figura 7a) permitió determinar que la Lv pura inicialmente contenía 

96.0 % en forma LA y posterior a su hidrólisis alcalina (Figura 7b), se obtuvo 58.8 % de 

forma HI. Con base en lo anterior, se estableció que el tratamiento anti metanogénico con 

Lv pura (300 mg/L) equivalió a 176.5 mg/L en forma HI. Estos resultados coinciden con los 

reportados por Beltrán et al. (2019) quienes reportan que la hidrólisis de Lv pura a pH 12.5 

(0.1 M NaOH) e incubada a 37°C/12 h, generó aproximadamente 50 % de su forma HI. Así, 

este trabajo reporta por primera vez la hidrólisis y cuantificación de la Lv en forma - 

hidroxiácido como tratamiento para mitigar la metanogénesis ruminal. 

  

 

Figura 7. Cromatograma de HPLC de la muestra de LOV antes de hidrolizar (a) y después 
de su hidrolisis (b). Los picos representan: (H) LOV forma -hidroxiácido y (L) en forma 
lactona. 

 

6.3.2. Cinética de producción de gas total y metano  

La Figura 8 muestra la PGT del CON y de los tratamientos Lv, BES y MON, a las 12, 24, 36, 

48 h de incubación. Al tiempo 12 h, la Lv y el CON tuvieron un comportamiento similar, pero 
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a partir de las 24 h, la Lv presentó una disminución sobre la PGT que mantuvo hasta el 

término del muestreo. Los tratamientos MON y BES presentaron una disminución sobre la 

PGT a partir de las 12 h, esta tendencia se mantuvo hasta el final de la incubación.  

 

            

Figura 8. Producción de gas total in vitro de una dieta para bovinos de carne alta en grano. 
□, control; △, ácido bromoetano sulfónico (20 mg/L); ○, monensina (6 mg/L); ◇, lovastatina 
(300 mg/L). 

 

 Como se observa en la Figura 9, los tres tratamientos tuvieron un efecto anti 

metanogénico a partir de las 12 h de incubación. La MON y BES obtuvieron la mayor 

inhibición de metano entre las 24 y 36 h de incubación mientras que la LOV la obtuvo a las 

12 h. 
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Figura 9. Producción de metano ruminal in vitro de una dieta alta en grano para bovinos de 
carne. □, control; △, ácido bromoetano sulfónico (20 mg/L); ○, monensina (6 mg/L); ◇, 
lovastatina (300 mg/L). 
  

 A la fecha, esta es la primera vez que se presenta la cinética de PGT y CH4 ruminal in 

vitro asociado al efecto anti metanogénico de la Lv pura. En este contexto, únicamente se 

ha reportado la producción in vitro de gas o metano acumulados al tiempo final de 

incubación (Busquet et al., 2005; O´Brien et al., 2013; Soliva et al., 2011).  

 

6.3.3. Variables de fermentación ruminal  

Los variables de fermentación ruminal evaluadas al tiempo final de muestreo (48 h) se 

presentan en el Cuadro 10. La PGT fue significativamente menor en los tres tratamientos 

con respecto al control. La inhibición de metano con LOV y MON fue de 43.56 y 53.54 %, 

respectivamente (P < 0.05). El BES demostró el mejor efecto anti metanogénico con 

aproximadamente 61.66 %. 
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Cuadro 10. Efecto de la lovastatina, monensina sódica y acido bromo etano sulfónico 
sobre la fermentación ruminal in vitro 
 

 

Variable   

          Tratamiento    

CON1  LOV2
   MON3

   BES4 EEM5 P-value 

Gas total, SmL 116.50a 
 

99.57b 87.28bc 80.54c 7.1 0.0012 

CH4, SmL 47.53a 26.74b 21.91bc 18.03c 3.3 <.0001 

J6, % 0.00 43.56a 53.54b 61.66b 4.8 0.0104 

pH  6.1 6.2 6.1 5.9 0.2 0.5597 

AGV, mM 83.50a 78.00a 60.50c 92.01b 5.5 0.0006 

AGV, mol/100mol       

   Acetato 59.49a 60.66a 46.56b 57.2a 2.7 0.0007 

   Propionato 26.86a 28.37a 37.01b 27.50a 2.1 0.0009 

   Butirato  12.10a 10.60a 15.26b 14.83b 1.6 0.0223 

   A/P7 2.27a 2.14a 1.32b 2.08a 0.3 0.0030 

 

a,b,c Medias con distinta letra en una fila son diferentes (p0.05). 1control; 2lovastatina (300 
mg/L); 3monensina (6 mg/L); 4ácido bromoetano sulfónico (20 mg/L); 5error estándar de la 
media, 6 Inhibición de la metanogénesis respecto al control; 7relación acetato/propionato.  

 

 Al respecto, Busquet et al. (2005) y O´Brien et al. (2014) evaluaron dosis bajas de Lv 

pura (5 y 3 mg/L), ambos ensayos con una dieta relación f:c de 50:50 y fluido ruminal de 

bovinos como inóculo. Sus resultados no mostraron efectos significativos sobre la mitigación 

de metano. Esto probablemente se deba a que la dosis de Lv evaluadas fueron muy bajas 

( 5 mg/L) la cuales, se basaron en el trabajo de Miller y Wollin (2001). Sin embargo, este 

último trabajo se realizó con cepas puras de metanógenos en medio líquido. Esto sugiere 
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inicialmente efectos de la concentración de sólidos (dieta experimental y fluido ruminal) en 

el medio de cultivo relacionados con la efectividad de la Lv. Lo anterior coincide con el 

trabajo de  Soliva et al. (2011) quienes reportaron una disminución de metano ruminal de  

40 %, con una dosis de Lv mayor a 30 veces a los trabajos anteriores donde, se utilizó una 

dieta relación f:c (50:50) y fluido ruminal de bovinos.  

 Otro factor importante en la mitigación de metano en fermentaciones ruminales in vitro 

con Lv está relacionado con la forma química de este inhibidor. Normalmente, la Lv se 

comercializa en su forma estable y no activa LA, es decir, ésta no tiene la estructura 

conformacional para ser el inhibidor competitivo de la enzima HMG-CoA reductasa (Hubert 

et al. 2018). 

Existen algunas técnicas para hidrolizar la Lv a su forma activa HI (Klingelhöfer y 

Morlock, 2019). Sin embargo, los experimentos sobre fermentación ruminal a corto plazo no 

reportan cuanta Lv se administra en su forma HI (Busquet et al., 2005; Soliva et al., 2011; 

O´Brien et al. 2014). Además de la hidrólisis química, la microbiota (heces de seres 

humanos) puede catalizar la conversión Lv a su forma HI (Demonfort-Nkamga et al., 2017). 

No obstante, se ha reportado que este proceso pude ocurrir en agua, después de 2 días de 

incubación, pH 7 y 37°C, sin actividad microbiana (Beltrán et al., 2019). Lo anterior puede 

ser clave para establecer los efectos de Lv sobre fermentaciones ruminales a corto plazo. 

De esta manera, los resultados satisfactorios de Soliva et al. (2011) obtenidos en 

experimentos de inhibición de la metanogénesis ruminal con Lv pura pudieran estar influidos 

por la hidrólisis de este compuesto, dado que su incubación fue a largo plazo (10 días), lo 

cual concuerda con la hidrólisis microbiana o química descrita anteriormente. 

 Los tratamientos MON y BES se comparan favorablemente con investigaciones 

previas. Primero, Capelari y Powers (2017) evaluaron el efecto de la MON (6 mg/L) en una 
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fermentación ruminal in vitro donde utilizaron una dieta alta en grano y fluido ruminal de 

bovinos, los resultados demostraron que la producción de gas disminuyó a las 24 y 48 h de 

muestreó mientras que la producción de metano disminuyó significativamente en todos los 

tiempos de muestreo (4, 8, 12, 24, y 48 h).  Lee et al. 2009 evaluaron el efecto del BES (10.5 

mg/L) sobre la fermentación ruminal in vitro de una dieta relación f:c de 60:40 y fluido ruminal 

de bovinos, de este modo la producción de gas disminuyó en todos los tiempos de muestreo, 

además resulta interesante destacar que la mitigación de metano asociado al BES fue 

mayor a 95 % en todos tiempos de muestreo (24, 48 y 72 h).  

La producción de AGV del tratamiento Lv no mostró diferencias significativas 

comparado con el control (Cuadro 10), así como también, sobre la proporción de acetato, 

propionato y butirato. Estos resultados coinciden con los reportados por Soliva et al. (2011) 

quienes demostraron que cuando la Lv inhibió (P < 0.05) la metanogénesis in vitro, la 

concentración total de AGV no se fue afectada, tampoco las proporciones de acetato y 

butirato, aunque reportaron una disminución de propionato. 

Generalmente, la mitigación de metano ruminal está asociada con un aumento de 

propionato (como aceptor de H2), a pesar de esto, existe en el rumen otras rutas metabólicas 

donde el H2 es donador de electrones e.g. fumarato a succinato, piruvato a lactato, síntesis 

de biomasa y la biohidrogenación (Ungerfeld, 2020).  Estas rutas alternas podrían ser 

utilizadas cuando la Lv inhibe la metanogénesis ruminal, dado que solo se han reportado 

ligeros cambios en la concentración y perfil AGV en experimentos in vitro. Una ventaja de 

los inhibidores de la HMG-CoA reductasa (Lv y simvastatina) como aditivo anti 

metanogénico es su especificidad sobre arqueas metanogénicas (Gottlieb et al., 2016).  
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El total de AGV y la concentración de acetato del tratamiento MON disminuyeron (P < 

0.05), pero aumentó la proporción tanto de propionato y butirato. Así, la relación 

acetato/propionato disminuyó (P < 0.05).  

Los efectos de la MON sobre la fermentación ruminal han sido evaluados más 

ampliamente (Ranga et al., 2013). Con respecto a la metanogénesis, la MON afecta a las 

bacterias productoras de hidrógeno  (Russell, 1987). Además, la MON está relacionada con 

cambios establecidos sobre el perfil metabólico a nivel ruminal donde resalta un aumento 

de propionato (Bagheri et al., 2018).  No obstante, se ha indicado que el uso de la MON en 

dietas altas en almidón determinados microorganismos (e.g. P. bryantii) involucrados en la 

generación de H2 no son susceptibles a este ionóforo (Weimer et al. 2008). Además, la MON 

puede afectar a las bacterias (M. elsdenii y B. fibrisolvens) involucradas en la 

biohidrogenación de lípidos (Weimer et al., 2008). 

El tratamiento BES tuvo una disminución significativa sobre el total de AGV y 

únicamente tuvo un aumento significativo sobre la concentración de butirato (Cuadro 10). 

Resultados similares fueron reportados por Lee et al. (2009) quienes en experimentos de 

fermentación ruminal in vitro con BES (10.5 mg/L) indicaron que este compuesto no tiene 

efecto sobre el total de AGV, pero disminuye la proporción molar de acetato, presenta ligeros 

cambios sobre el propionato y un aumento sobre la proporción de butirato (P  0.05).  
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6.4. Actividad 4. Caracterización de comunidades microbianas del rumen 

6.4.1. Efecto de la concentración de lovastatina sobre alfa diversidad  

Los índices de diversidad Shannon y Simpson; de riqueza, Chao 1; de igualdad Pielou y 

Faith, y el número de OTUs demostraron que no existen diferencias significativas entre el 

tratamiento con RAF (Lv, 150 mg/L), el control, y el inóculo (Figura 10), aun cuando se 

inhibió la metanogénesis significativamente. 

El número OTUs observadas fue de 783, 687, y 743 para el inóculo, el control y el 

tratamiento RAF, respectivamente. El rango del índice Chao 1 fue de 687 a 779, su 

tendencia, así también de los índices Faith y Shannon fueron paralela a los valores del 

número de OTUs. 

 

 

Figura 10. Índices de diversidad alfa de los tratamientos: inóculo, azul; control, rojo; y RAF 
(Lv, 150 mg/L), verde. 
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El índice Shannon basado en el log10 fue del orden de 7.6, el valor más alto 

correspondió al control, lo que muestra una alta diversidad microbiana. Los valores del 

índice Simpson tuvieron un alto rango (0.983 a 0.987), lo que también designó alta 

diversidad entre los tratamientos. El índice de Pielou se encontró en un estrecho intervalo 

de 0.805 a 0.808, puesto que el valor 1 índica perfecta uniformidad, estos valores denotaron 

un alto grado de equidistribución de los grupos microbianos en las muestras (Magurran, 

2004). 

Los resultados de este experimento son consistentes con los de Zhou et al. (2020) 

quienes evaluaron el efecto de aceites esenciales de orégano como tratamiento anti 

metanogénico, sus resultados sugirieron que cuando se inhibió la producción de metano 

(P < 0.05), no hubo cambios en los índices de diversidad: Shannon (8.01 – 8.12), Simpson 

(0.99 – 0.99), Chao 1 (1979 – 1928), así como también en el número de OTUs (1297 –1323) 

para el control y tratamiento, respectivamente.  

 

6.4.2. Efecto de la concentración de lovastatina sobre la beta diversidad 

El análisis de beta diversidad usando PCA (distancias ponderadas UniFrac) reveló que la 

distancia media entre el control, inóculo, tratamiento RAF (Lv, 150 mg/L) no tuvo separación 

de conglomerados definidos, lo que sugiere que el tratamiento RAF no tiene efecto sobre la 

beta diversidad (Figura 11a). Lo anterior también se sostiene en el diagrama de Venn 

(Figura 11 b), el cual sugirió que el inóculo, control y tratamiento con Lv comparten la 

mayoría de los microorganismos.  
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Figura 11. Beta diversidad. A) Análisis de componentes principales generado de la distancia 
ponderada UniFrac entre los tratamientos: inóculo, azul; control, rojo; y RAF (Lv, 150 mg/L), 
verde. B) Diagrama de Venn. C) Porcentaje de variación explicado por componente. 

. 

 El análisis anterior se relaciona estrechamente con el reporte de otro experimento 

basado en residuos agroindustriales (torta de palmiste) fermentados por A. terreus como 

portadores de Lv para suprimir la metanogenésis donde no se reportan cambios en la alfa y 

beta diversidad de la microbiota ruminal asociada a ese tratamiento (Candyrine et al., 2018). 
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6.4.3. Efecto de la concentración de lovastatina sobre la abundancia relativa de la 

microbiota ruminal 

La abundancia relativa de la microbiota ruminal a nivel de filo se muestra en la Figura 12. 

Se asignaron 19 filos, de los cuales Bacteroidetes y Firmicutes representan el 70 % del total 

de las secuencias. Estos resultados son consistentes con los de Wu et al. (2012) y Myer et 

al. (2016) quienes encontraron que ambos filos fueron predominantes en la microbiota 

ruminal de bovinos. Posteriormente, las muestras fueron representadas por los filos: 

Verrucomicrobia (~7 %), Proteobacteria (~6 %), Euryarchaeota (~2 %), Tenericutes (~2.1 

%), y Planctomicetes (~1.6 %). 

 
 
Figura 12. Abundancia relativa de arqueas y bacterias a nivel de filo de los tratamientos: 
inóculo, control, y RAF (Lv, 150 mg/L). 
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 A nivel de filo, se observó un decremento en la abundancia de Lentisphaerae en el 

tratamiento RAF (Lv, 150 mg/L), lo que puede indicar una posible acidosis ruminal sub 

aguda (Mao et al., 2013). Sin embargo, este tratamiento no tuvo efectos sobre el pH del 

medio ruminal (P > 0.05; Cuadro 9). 

El 99 %+ de las AM correspondió al género Methanobrevibacter en todas las muestras, 

el cual pertenece al filo Euryarchaeota. El porcentaje de reducción de la abundancia relativa 

de Euryarchaeota entre el control y el tratamiento RAF fue obtenido con la siguiente 

ecuación (Ec. 9): 

 

c-t = [(1.94  - 1.18)/1.94] * 100 = 39.17 %      (9) 

 

Donde  es % de reducción de abundancia relativa de Euryarchaeota entre el control 

(1.94) y el tratamiento RAF (1.18); c, abundancia relativa del control (1.18); t, abundancia 

relativa del tratamiento RAF.  

Interesantemente, se observó una tendencia paralela entre los porcentajes de 

reducción de la abundancia relativa de Euryarchaeota (39 %) y de mitigación metanogénica 

(38 %). Desafortunadamente el EEM de la abundancia relativa fue alto 1.07 (Cuadro 11). 

Con relación a otros grupos microbianos a nivel de género se observaron los siguientes 

cambios: Prevotella fue reducido (P < 0.05) en el tratamiento RAF. Este género está 

relacionado directamente con dietas altas en grano (Tao et al., 2017; Wu et al., 2012),  lo 

cual concuerda con la dieta experimental de nuestro experimento (Cuadro 7). La 

disminución de Prevotella puede interpretarse como resultado de la degradación de celulosa 

y hemicelulosa durante etapas temprana de la fermentación ruminal in vitro  (Emerson y 

Weimer, 2017). 
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Cuadro 11. Abundancia relativa de bacterias y arqueas del rumen en el inóculo, control, y 
rastrojo de avena fermentado (Lv, 150 mg/L) 
 

 

Filo                    Subclasificación   

Tratamientos    

EEMb 

 

P-

value 

Inóculo Control RAFa 

Firmicutes  30.97a 48.20ab 54.48b 10.89 0.0881 

 Order-Clostridiales 16.54 18.84 17.55 3.90 0.7770 

 Other Firmicutes 6.41a 12.57a 19.57b 3.11 0.0062 

 Family-Ruminococcaceae 5.78a 9.80b 13.71c 1.08 0.0003 

 Succiniclasticum 1.69a 5.75b 4.67ab 1.93 0.0957 

 Ruminococcus 0.55a 1.22a 2.30b 0.52 0.0168 

Bacteroidetes  41.41b 29.77a 23.63ab 7.85 0.0802 

 Other-Bacteroidetes 23.26 18.93 18.61 5.23 0.5176 

 Prevotella 18.14a 10.83b 5.02c 3.14 0.0064 

Proteobacteria   6.42 6.36 6.43 1.46 0.9982 

 Pseudomonas 5.35 4.61 4.52 1.54 0.7775 

 Other Proteobacteria 1.07 1.75 1.90 0.62 0.2939 

Verrucomicrobia 11.69b 5.71a 3.89a 1.46 0.0015 

Tenericutes  1.33a 2.57b 2.60b 0.39 0.0123 

Euryarchaeota 3.72b 1.94ab 1.18a 1.07 0.0665 

Planctomycetes   1.71 1.51 1.68 0.51 0.8833 

TM7  

 

0.95 1.20 1.02 0.25 0.4819 

Spirochaetes 0.44a 1.28b 0.63ab 0.34 0.0525 

Actinobacteria   0.18a 0.58b 0.49b 0.10 0.0068 

Lentisphaerae  0.43b 0.25b 0.04a 0.10 0.0110 

Cyanobacteria   0.08 0.12 0.02 0.05 0.1280 

LD1   0.25b 0.10a 0.03a 0.04 0.0008 

Armatimonadetes  0.12 0.11 0.10 0.04 0.9556 

Chloroflexi 0.10 0.10 0.17 0.08 0.4817 

Bacteria unclassified  0.13 0.03 0.12 0.05 0.1628 

Synergistetes   0.00 0.05 0.05 0.04 0.3456 

SR1  0.00 0.03 0.03 0.24 0.2801 

Elusimicrobia  0.00 0.03 0.02 0.01 0.2676 

      aRastrojo de avena fermentado (Lv, 150 mg/L), b Error estándar de la media.  
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Se ha reportado que Ruminococcus es uno de los géneros celulolíticos predominantes 

en el rumen (Puniya et al., 2015). Las abundancias de la familia Ruminococcaceae y el 

género Ruminococcus incrementaron 2.38 y 4.18 veces (P < 0.05) en el tratamiento RAF 

comparado con el control. Una de las ventajas del RAF como portador de Lv deriva de su 

producción con A. terreus, el cual produce enzimas fibrinolíticas (por ejemplo, xilanasas y 

celulasas) que podrían ayudar a la digestibilidad de sustratos lignocelulósicos (Facchini et 

al., 2010). Además, exhibe mínimos riesgos a la salud (nivel de bioseguridad 1) y al medio 

ambiente (Prévot et al., 2013). 

 

6.4.4. Correlación de Spearman entre la microbiota ruminal y los metabolitos finales 

de fermentación ruminal 

La Figura 13 muestra la correlación de Spearman entre la microbiota ruminal y los 

metabolitos finales de fermentación ruminal. Solo correlaciones significativas se discuten a 

continuación. 

Euryarchaeota estuvo correlacionado negativamente (P < 0.01) con la producción de 

propionato y butirato mientras mantuvo una correlación positiva con la producción de CH4 y 

acetato. La correlación significativa entre Euryarchaeota y metano fue reportada en 

experimentos con distintas dietas experimentales para bovinos (Danielsson et al., 2017). La 

mayoría de las AM del rumen que metabolizan CO2 e H2 (metanogénesis a partir de la 

reducción de CO2) corresponden al filo Euryarchaeota (Borrel et al., 2016). Henderson et al. 

(2015) reportaron que M. gottschalkii y M. ruminantium fueron los dos metanógenos 

predominantes en muestras de fluido ruminal de bovinos, borregos, cabras y cérvidos, de 

un amplio rango de regiones geográficas.  También, la correlación negativa de Spearman 

entre Euryarchaeota y los metabolitos butirato y propionato sostiene el concepto discutido 
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anteriormente sobre el propionato como una de las principales rutas alternas para consumir 

H2 en el ecosistema ruminal.  

El género Prevotella tuvo una correlación positiva con la producción de CH4, AGV (P 

< 0.05) y PTG (P < 0.01). Como se mencionó anteriormente, Prevotella contribuye a la 

degradación de hemicelulosa en los alimentos, y generalmente sus metabolitos finales son 

el acetato, CO2, e H2 (Emerson y Weimer, 2017). Esta también fue sustentado con el reporte 

de Shen et al. (2017) quienes reportaron una correlación positiva entre Prevotella y la 

producción de CH4, acetato, y butirato, cuando la metanogénesis ruminal in vitro fue inhibida 

con los tratamientos monensina y nisina (P < 0.05). 

A pesar de la baja abundancia relativa de Lentisphaerae, ésta mantuvo una correlación 

positiva (P < 0.05) con la PGT y AGV. Este resultado podría deberse a la producción de 

enzimas hidrolasas glucosídicas de este género, lo que mejoraría le hidrólisis de 

polisacáridos de los alimentos y por consiguiente mayor producción de AGV y PGT (Kaoutari 

et al., 2013).   

Contrario a la expectativa, la familia Ruminococcaceae fue correlacionada 

negativamente (P < 0.05) con la PGT, CH4, y AGV. La familia Ruminococcaceae incluye 

especies dominantes de bacterias celulolíticas (R. flavefaciens y R. albus) que producen 

AGV y sustratos consumidos durante la metanogénesis (Zhou et al. 2015). Así, se esperaría 

un desarrollo paralelo de Ruminococcaceae y una producción de metano más robusta. A 

pesar de esto, se ha demostrado que la familia Ruminococcaceae tiene una correlación 

negativa con la producción in vitro de CH4 (Mi et al., 2018). 
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Figura 13. Correlación de Spearman entre la microbiota ruminal y los metabolitos finales de 
fermentación. 
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6.5. Actividad 5. Inhibición in vitro de metano en bovinos productores de leche 

La Lv pura inhibió 27 % la metanogénesis de la dieta para bovinos productores de leche (P 

< 0.05). Por otra parte, la mitigación de CH4 de la celulosa como sustrato fue de 50 % (Figura 

14). Generalmente, las fermentaciones ruminales in vitro donde se inhibe la producción de 

metano con Lv muestran mayor efectividad con dietas basadas en granos y forrajes (Soliva 

et al., 2011; Ábrego-García et al., 2021) que aquellas donde utilizan un único ingrediente 

como sustrato (Jahromi et al., 2013). 

 Además, la menor PGT y de metano a partir de la celulosa puede asociarse al cambio 

repentino del sustrato, lo que en principio desestabiliza la microbiota ruminal. Se espera que 

en las raciones mezcladas (grano y forraje) tengan mayor actividad fibrolítica y 

metanogénica (Yáñez-Ruiz et al., 2016). Sin embargo, el objetivo de la usar celulosa fue 

comparar la remoción de Lv con este sustrato y con una dieta para bovinos. 

 

 

Figura 14. Producción de metano a 72 h incubación de una dieta para bovinos productores 
de leche (negro), dieta para bovinos productores de leche + Lv 300 mg/L (azul fuerte); 
celulosa (gris), celulosa + Lv 300 mg/L (azul claro). Los resultados expresan la media ± D.E. 
* Indica diferencias significativas entre dos grupos (P < 0.05). 
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6.5.1. Producción de ácidos grasos volátiles  

La producción total de AGV de la dieta para bovinos productores de leche no fue afectada 

por el tratamiento con Lv pura (Figura 15). Sin embargo, las proporciones molares de 

acetato, butirato y propionato cambiaron significativamente. Interesantemente, la proporción 

de acetato disminuyó durante todos los tiempos de muestreo 24, 48, y 72 h (P  0.05) y la 

proporción de propionato tuvo un aumento significativo. El butirato aumentó a las 24 h (P  

0.05), pero no mantuvo esta tendencia en los tiempos 48 y 72 de incubación.  

 

  

Figura 15. Producción de ácidos grasos volátiles de una dieta para bovinos productores de 
le leche (negro) y de la dieta para bovinos productores de leche + Lv 300 mg/L (blanco). Los 
resultados expresan la media ± D.E. *Indica diferencias significativas entre dos grupos (P < 
0.05). 
 
 

Los cambios del perfil de AGV asociados a la Lv pura en la dieta alta en forraje (70 %) 

no fueron significativos cuando se empleó una dieta alta en grano (actividad 3). Esto puede 
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deberse a que la degradación ruminal del almidón es más rápida que los alimentos con alto 

contenido de lignocelulósico (Zicarelli et al., 2011). Por lo tanto, los experimentos in vitro con 

dietas altas en forraje tendrían un patrón definido de fermentación más tardío y la posibilidad 

de modularse cuando paralelamente se inhibe la metanogénesis.  

 

 

 

 

Figura 16. Proporción de ácidos grasos volátiles, celulosa (negro) y celulosa + Lv 300 mg/L 
(blanco). Los resultados expresan la media ± D.E. * Indica diferencias significativas entre 
dos grupos (P < 0.05). 

 

Cuando se usó celulosa como sustrato, la Lv pura no afectó tanto, la producción total 

de AGV, así como tampoco, las proporciones de acetato, propionato y butirato (P >0.05) 

(Figura 16). Esto quizá resultó de una limitada actividad microbiana debido al estrés por el 

cambio súbito de sustrato, lo cual se discutió anteriormente. Nagadi et al. (2000) evaluaron 

los cambios de fermentación ruminal in vitro asociada al sustrato (celulosa, glucosa, y heno), 

con inóculo ruminal de ovinos con 3 regímenes alimenticios relación f:c de 20:80, 40:60, y 
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80:20. En general, observaron que cuando se usa celulosa como sustrato, los parámetros 

cinéticos de la fermentación ruminal disminuyeron significativamente. 

 El efecto de la Lv sobre los AGV a nivel ruminal no ha sido establecido. Por una parte, 

la Lv no mostró efectos significativos sobre el perfil de AGV en caprinos y ovinos 

(Klevenhusen et al., 2011; Wang et al., 2016). Sin embargo, Morgavi et al. (2013) 

demostraron una disminución de la proporción molar de acetato y un aumento de propionato 

y butirato. Por su parte, Ramírez-Restrepo et al. (2014) y Mohd et al. (2018) en experimentos 

realizados con bovinos y con caprinos respectivamente, reportaron únicamente una 

disminución significativa de butirato.    

  

6.5.2. Remoción de lovastatina 

La remoción de Lv fue mayor cuando se usó la dieta de bovinos productores de leche que 

con la celulosa como sustrato de fermentación (Figura 17).  

 

 
Figura 17. Remoción de Lv (300 mg/L) con dieta para bovinos productores de leche (azul 
fuerte) y celulosa (azul claro) como sustratos de fermentación ruminal. Los resultados se 
expresan como la media ± D.E. 

0

50

100

150

200

250

300

350

0 24 48 72

L
o
v
a
s
ta

ti
n
a
 (

m
g
/L

)

Tiempo de incubación (horas)



 

76 
 

 La remoción de Lv (72 %) en la dieta para bovinos tuvo fue mayor a las 24 h de 

incubación, posteriormente, no se observó mayor remoción en los tiempos 48 y 72 h. En 

contraste, la mayor remoción de Lv (48 %) cuando el sustrato fue celulosa se obtuvo a las 

48 h (Figura 17). 

 

Figura 18. Degradación microbiana y metabolitos derivados de la lovastatina usando un 
modelo de colon humano a nivel in vitro con heces como inóculo (Aura et al., 2011).  
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Los reportes sobre remoción de Lv en fermentaciones anaerobias, así como de la 

activación biológica de Lv son escasos (Aura et al., 2010; Demonfort et al., 2017; Beltrán et 

al., 2019). No obstante, se ha reportado que la incubación de Lv con inóculo fecal de seres 

humanos tuvo un intervalo de remoción de 73 a 91 % a 6 días de incubación (Beltrán et al., 

2019). 

Interesantemente, se ha reportado que la microbiota de humanos no convierte la Lv 

lactona a su forma  hidroxiácido, pero cataliza esta última en metabolitos poco 

identificados. Al respecto, Aura et al., (2011) propusieron la siguiente degradación 

microbiana (heces de seres humanos) de la lovastatina: (i) desesterificación de la Lv para 

liberar ácido dimetilbutanoico, (ii) desmetilación del ácido dimetilbutanoico que resulta en la 

producción de ácido 2-hidroxi isovalérico, (iii) escisión del enlace C-C de la Lv para liberar 

ácido hidroxi heptanoico, (iv) la ruta alterna para formar ácido 3-hidroxibutanoico puede ser 

acortada del ácido 2-hidroxiheptanoico por oxidación α o  y cambio de la posición del 

hidroxilo (Figura 18). 
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7. Conclusión 

Actividad 1. Producción de lovastatina en fermentación en estado sólido 

La comparación entre las dos cepas de A. terrreus y los dos sustratos de FES demostró que 

la cepa CDBB H-194 y rastrojo de avena fue la mejor combinación para producir Lv (23.8 

mg/g MS). El tratamiento con la cepa CDBB H-194 y salvado de trigo tuvo concentraciones 

de Lv muy cercanas a la cepa CDBB H-1976 con ambos sustratos. Las concentraciones de 

Lv se ajustaron a un modelo de cinética de orden cero para todos tiempos del tratamiento 

CDBB H-194/rastrojo de avena y para los primeros tiempos de muestreo en los otros tres 

tratamientos.   

Debido a los altos costos de la Lv pura, la FES del rastrojo de avena con la cepa CDBB-

H194 podría se opción competente para producir este compuesto y usarlo para mitigar la 

producción de metano ruminal. 

 

Actividad 2. Efecto del rastrojo de avena fermentado como portador de lovastatina sobre la 

producción de metano y fermentación ruminal. 

La suplementación de RAF (concentraciones de Lv 100 y 150 mg/L) en una dieta alta en 

grano demostró potencial anti metanogénico, cabe resaltar que se requiere menos de 20 % 

de RAF en la dieta para alcanzar hasta 38 % de mitigación de metano ruminal. 

Por otra parte, la producción de AGV total en tratamientos RAF (Lv, 100 y 150 mg/L) 

decreció, pero indujeron un incremento significativo en la proporción molar de propionato 

respecto al control. 
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Actividad 3. Inhibición in vitro de la metanogénesis ruminal de una dieta alta en grano con 

lovastatina 

La Lv pura demostró efectos alentadores sobre la mitigación de metano en la fermentación 

ruminal (43.56 %), sin afectar la producción total y perfil de AGV. No obstante, la dosis para 

obtener este resultado fue muy alta en comparación con los otros tratamientos. Con 

respecto al BES y la MON, esta última fue la dosis más efectiva (53.54 %) considerando la 

relación concentración/inhibición de metano ruminal. El BES tuvo la más alta inhibición de 

metano (61.66 %) sin presentar muchos cambios en los metabolitos de fermentación 

ruminal.  

  

Actividad 4 y 5. Caracterización de comunidades microbianas del rumen  

El tratamiento RAF (Lv, 150 mg/L) no tuvo efectos significativos sobre los índices de alfa y 

beta diversidad. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la abundancia 

relativa de algunos microorganismos, como un incremento del género Ruminococcus y una 

disminución del género Prevotella ambos asociadas al tratamiento RAF. 

La arqueas metanogénicas predominantes 99%+ en las muestras inóculo, control, y 

tratamiento RAV pertenecieron al género Methanobrevibacter y a un grupo minoritario del 

género Methanobacterium, ambos pertenecen al filo Euryarchaeota. 

Los datos obtenidos demuestran que la reducción de la abundancia relativa del filo 

Euryarchaeota (39.17 %) fue muy cercano a la mitigación de la producción de CH4 (38 %).  
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Actividad 6. Inhibición in vitro de metano en bovinos productores de leche 

La Lv demostró menor un efecto anti metanogénico con inóculo y una dieta para bovinos 

productores de leche en comparación con la dieta e inóculo de bovinos productores de 

carne. La concentración de AGV no fue afectada significativamente, pero indujo cambios en 

el perfil de AGV, la proporción de acetato disminuyó y aumentó la de propionato.  

La remoción de Lv (72 %) indicó que, en condiciones de cultivo (inóculo ruminal y una 

dieta para bovinos productores de leche) la remoción de este compuesto en incubaciones a 

corto plazo es alta comparada con la celulosa como sustrato de fermentación ruminal. 
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9. Anexos 

9.1. Medio de cultivo anaerobio  

El medio de cultivo se dividió en: solución buffer, solución mineral, solución de elementos 

traza, solución de rasazurina, solución reductora, y agua destilada.    

1 L de medio de cultivo:  

1. 237 mL de solución buffer: NaHCO3, 35; NH4HCO3, 4 (g/L). 

2.  237 mL solución mineral: Na2HPO4, 5.7; KH2PO4, 6.2; Mg SO4-7H2O, 0.6. 0.12 

mL (g/L). 

3. solución de elementos traza: CaCl2-2H2O, 13.20; MnCl2-4H2O, 10; CoCl2-6H2O, 

1; FeCl2-6H2O, 0.8 (g/L). 

4. 1.22 mL solución de rasazurina (100 mg resazurina aforados en 100 mL de agua 

destilada) 

5. 49.5 mL de solución reductora (se prepara el día que se inocula, 2 mL de NaOH 1N; 

285 mg de Na2S-7H2O y 47.5 mL de agua destilada para 1 L). 

6. 475 de agua destilada 

   

9.2. Método de extracción de DNA 

1. Agregar 1 mL de medio del digestor a un microtubo de 1.5 mL  

2. Centrifugar la muestra a 10,000 xg por 30 segundos. 

3. Agregar las 6 pastillas a un tubo de perlas de 2 mL y vortexear suavemente. 

4. Agregar 60 µL de la solución S1 e invierte varias veces o vortexear brevemente. 

Nota: si la solución S1 tiene precipitados calentar a 60 °C para disolver el SDS 

presente (puede utilizarse estando caliente). 
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5. Añadir 200 µL de la solución IRS, solo si el DNA será usado para PCR (para 

muestras de suelo). 

6. Agitar en Vortex a máxima velocidad horizontalmente por 10 minutos  

7. Centrifugar los tubos a 10,000 xg por 30 segundos y transfiere el sobrenadante a un 

tubo de microcentrífuga limpio (400 a 450 µL). 

8. Agregar 250 µL de la solución S2 por 5 segundos e incuba a 4 °C por 5 minutos y 

centrifuga a 10,000 xg por 1 minuto. 

9. Transferir todo el sobrenadante a un tubo limpio de microcentrífuga y agrega 1.3 mL 

de solución S3 al sobrenadante y vortexear por 5 segundos. 

10. Cargar aproximadamente 700 µL en un filtro y centrifuga a 10,000 xg por 1 minuto. 

Descartar el centrifugado y añade el sobrenadante restante al filtro y centrifuga a 

10,000 xg por 1 minuto. Repite hasta que todo el sobrenadante haya pasado a 

través del filtro (tres cargas por muestra). 

11. Agregar 300 µL de solución S4 y centrifuga a 10,000 xg por 30 segundos. Descarta 

el centrifugado del tubo de recolección. Centrifuga nuevamente por 1 minuto. 

12. Con cuidado poner el filtro en nuevo tubo limpio evitando salpicar con la solución S4 

13. Añadir 50 µL de la solución S5 al centro de la membrana blanca del filtro y 

centrifugar por 30 segundos 
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9.3. Purificación con perlas magnéticas AMPure XP  

1.- Extraer 25µL producto de PCR y se centrifugan para evitar que queden gotas en las 

paredes.  

2.- Se añaden 25µL de perlas AMPure en cada muestra y se homogeniza la muestra en 

un shaker por 2 min.   

3.- Se mantiene la mezcla anterior a temperatura ambiente por 5 min.  

4.- Poner la mezcla anterior en separador magnético por 2 min (observar que se aclara el 

sobrenadante).  

5.- Cuidadosamente se retira el sobrenadante sin apartar los tubos del separador 

magnético. 

6.- Sin mover los tubos del separador magnético se agrega 1 mL EtOH (80 %), se 

mantiene por 30 seg. y se remueve el EtOH. 

7.- Se realiza un segundo lavado con EtOH (80 %) repitiendo el paso 6. 

8.- Retirar los tubos del separador magnético y añadir 52.5 µL de Tris 10 mM a cada tubo 

y agita en vortex por 1 minutos, mantener a temperatura ambiente por 2 min. 

9.- Colocar los tubos en el separador magnético (2 min.) hasta observa que se aclara el 

sobrenadante. 

10.- Transferir 50 µL del sobrenadante a un tubo limpio. 

11.- Cuantificar por fluorímetro (Qubit) la cantidad de DNA.  
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Cuadro A1. Cuantificación de DNA mediante espectrofotometría de las muestras de fluido 
ruminal en condiciones in vitro 
 

Muestra ng/µL 260/280 

Rumen-3 0H  91.15 1.6825 

Rumen-3 0H F 79.15 1.7375 

Rumen-1 0H S 55.1 2.004 

Rumen-1 0H F 54.55 2.03 

Rumen-2 0H S 73.95 2.058 

Rumen-2 0H F 46.5 2.4095 

T3-2 24H S 33.1 1.288 

T3-2 24H F 27.8 1.288 

Control-3 24H S 29.5 1.3055 

Control-3 24H F 28.8 1.2465 

Control-1 48H S 27.5 1.3065 

Control-1 48H F 23 1.1755 

Control-2 48H S 34.4 2.0855 

Control-2 48H F 34.55 1.981 

Control-4 48H S 20.9 1.9215 

Control-4 48H F 34.45 2.1195 

T3-1 48H S 32.25 2.0245 

T3-1 48H F 30.9 2.095 

T3-3 48H S 28.1 1.239 

T3-3 48H F 28.15 1.227 

T3-4 48H S 21.6 1.8365 

T3-4 4H F 40.7 2.03 
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Cuadro A2.  Coeficiente de determinación b1 (pendiente) del modelo cinético de orden cero 
ajustado a los rendimientos finales de lovastatina.   
 

Tratamiento b1 
a 

mg Lv (g MS/d) 

S.D.b 

mg Lv (g MS/d) 

Atc H-194, salvado de trigo    0.5733 b 0.0857 

At H-194, rastrojo de avena  1.4495 a 0.0869 

At H-1976, salvado de trigo    0.7095 b 0.0849 

At H-1976, rastrojo de avena  0.3904 b 0.0548 

a Coeficiente de determinación b1 (pendiente) del modelo cinético de cero orden ajustado a 
los rendimientos finales de Lv; b desviación estándar de la pendiente; cAspergillus terreus. 
Medias con diferente letra en columna son estadísticamente diferentes (Tukey; P < 0.05). 
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Figura A1. Cromatograma (GC) de los ácidos grasos volátiles derivados de la fermentación 
ruminal in vitro. Los picos representan: A, acético; P, propiónico; B, butírico; V, valérico; C, 
caproico. 
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Figura A2. Producto de PCR del DNA genómico (muestras de fluido ruminal), el carril 5 
contiene un marcador de peso molecular de 1 Kb plus. 
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Figura A2. Cromatograma (HPLC) de la lovastatina en forma hidroxiácido y lactona 

producida en FES. Los picos representan Lv: L en forma lactona y B, en forma -
hidroxiácido. 
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