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Abstract

Emissions of methane (CH,), from cattle rumen fermentation, have a negative impact on the environment and energy
balance of animals, increasing global warming and reducing the energy retained, respectively. There is evidence that
lovastatin inhibits methanogens growth without affecting other rumen microbial populations. The aim of this study
was to determine the effect of increasing levels of lovastatin on in vitro CH, production and dry matter digestibility
(DMD) of kikuyu grass (Cenchrus clandestinus). It was used the in vitro gas production technique, incubing kikuyu
grass of 45 days old with four levels of lovastatin (0, 0.01, 0.05, 0.10 mg/ml). At the end of 24 hours, gas and CH,
productions, DMD and fermentation profile was evaluated. A completely randomized design was used for data
analysis, through the PROC MIXED SAS procedure. The highest level of lovastatin significantly reduced (p <0.05)
the gas and CH4 productions and the DMD. The fermentation profile showed a tendency not defined in terms
of levels evaluated, finding a higher concentration of VFA in the treatment 0.05 mg/ml. Although the lovastatin
significantly reduces CH, production, without affecting the DMD equally, this effect was evidenced with higher level
than the reported in the literature. Perhaps the answer is conditioned to use of rumen fluid, contrasting with pure
cultures of methanogens used in other studies.
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Resumen

Las emisiones de metano (CH,), provenientes de la fermentacion ruminal del ganado, tienen un impacto negativo
sobre el ambiente y el balance energético de los animales, aumentando el calentamiento global y disminuyendo la
energia retenida, respectivamente. Existe evidencia que la lovastatina inhibe el crecimiento de metanogenos sin
afectar otras poblaciones microbianas del rumen. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de niveles
crecientes de lovastatina sobre la produccion de CH, y la digestibilidad de la materia seca (DMS) in vitro del
pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus). Fue empleada la técnica in vitro de produccion de gas, incubando pasto
kikuyo de 45 dias de edad con cuatro niveles de lovastatina (0, 0.01, 0.05, 0.10 mg/ml). Al término de 24 horas se
evaluo la produccion de gas y de CH,, la DMS y el perfil de fermentacion. Un disefio completamente aleatorizado
fue utilizado para el anélisis de los datos, a través del procedimiento PROC MIXED de SAS. El mayor nivel de
lovastatina redujo significativamente (p<0,05) la DMS y la produccion de gas y CH4. El perfil de fermentacion
no presentd una tendencia definida en funcion de los niveles evaluados, encontrando una mayor concentracion de
AGYV en el tratamiento 0.05 mg/ml. Aunque se confirma que la utilizacion de lovastatina reduce significativamente
la produccion de CH,, sin afectar en igual medida la DMS, este efecto se evidencio con un nivel mayor al reportado
por la literatura. Posiblemente la respuesta estd condicionada a la utilizacion de liquido ruminal, contrastando con
los cultivos puros de metandgenos empleados en otros estudios.

Palabras clave:
Calentamiento global, estatinas, fermentacion ruminal, isoprenoides, Methanobrevibacter (Fuente: CAB).
Resumo

As emissOes de metano (CH,), produzido na fermentagdo ruminal do gado, tem um impacto negativo sobre
0 meio ambiente e o balango energético dos animais, aumentando o aquecimento global e reduzindo a energia
retida, respectivamente. H4 evidéncias do que a lovastatina inibe o crescimento de metandgenos, sem afetar outras
populagdes microbianas ruminais. O objetivo deste estudo foi determinar o efeito de niveis crescentes de lovastatina
sobre a producdo de CH, e a digestibilidade da matéria seca (DMS) in vitro do capim kikuyu (Cenchrus clandestinus).
Foi empregada a técnica in vitro de produgdo de gas, incubando capim kikuyu de 45 dias de idade com quatro niveis
de lovastatina (0, 0.01, 0.05, 0.10 mg/ml). Depois de 24 horas, a producdo de gas e de CH,, a DMS e o perfil de
fermentagdo foi avaliado. Um delineamento inteiramente casualizado foi utilizado para a anélise dos dados, através
do procedimento PROC MIXED de SAS. O nivel mais elevado de lovastatina reduziu significativamente (p<0,05)
a DMS e a produgdo de gas e de CH,. O perfil de fermentagdo ndo mostrou uma tendéncia definida em fungdo dos
niveis avaliados, encontrando uma maior concentragdo de AGV no tratamento 0,05 mg/ml. Embora confirma-se
que a utilizagdo de lovastatina reduz significativamente a produgdao de CH4, sem afectar em igual medida a DMS,
este efeito foi evidenciado a um nivel maior do que o relatado na literatura. Talvez a resposta seja condicionada a
utilizagdo de liquido ruminal, contrastando com as culturas puras de methanogens utilizados em outros estudos.

Palavras chave:

Aquecimento global, estatinas, fermentagdo ruminal, isoprenoides, Methanobrevibacter (Fuente: CAB).

Introduccion

Desde ladécada de 1860, mas de 500 billones de toneladas
de gases de efecto invernadero (GEI) generados por la
actividad humana han sido emitidos hacia la atmosfera,
éstos incrementan la retencion de energia proveniente
del sol y conducen al aumento de la temperatura global®.
De acuerdo con Lashof y Ahuja %/, gases traza como el
metano (CH,), 6xido nitroso (N,O) y clorofluorocarbonos
absorben mas radiacion infrarroja por molécula que el

dioxido de carbono (CO,). Especificamente, el CH,
tiene un potencial de calentamiento global 25 veces
mayor que el CO, *. Las emisiones globales de CH,
generadas por los rumiantes se estiman en 80 millones
de toneladas/afio %, correspondientes aproximadamente
al 25% de las emisiones totales de este gas a partir de
la actividad humana 3*. A nivel mundial, la agricultura
representa el 20% del efecto invernadero antropogénico
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y produce alrededor del 50% de las emisiones de CH,,
principalmente desde la fermentacion entérica y la
produccién de arroz %°. Para el afio 2005, la agricultura
fue responsable del 10-12% de las emisiones globales de
GEI diferentes al CO,, entre las cuales el CH, entérico
represento el 32%. Para el afio 2030, se estima que las
emisiones de CH, derivadas de la actividad ganadera
incrementaran 60%, en proporcion directa al aumento
proyectado en el niimero de animales °.

Ademas de las consideraciones ambientales, el CH,
producido en el rumen constituye una pérdida importante
de la energia consumida por los rumiantes, estimada entre
el 2 al 12% ", lo que afecta adversamente el desempefio
animal. Sin embargo, a pesar de los impactos negativos
sobre la temperatura global y el balance energético del
animal, la produccion de CH, es el principal mecanismo
para mantener una baja presion de hidrogeno (H,) en el
rumen y con ello, favorecer el proceso fermentativo '8,
lo cual fue demostrado por Hino et al. '. Los autores
evidenciaron que Ruminococcus albus, un organismo
productor de H,, aumentd la degradacion de la celulosa
cuando fue co-cultivado con metandgenos.

Existen varias estrategias para reducir las emisiones
entéricas de CH, *. Una forma efectiva consiste en
el aumento del nivel productivo de los animales,
particularmente en aquellas zonas del mundo donde la
mayoria de las dietas tienen un alto contenido de fibra
21, También la utilizacion de lipidos 7 y de ionoforos #°
permiten alcanzar este propdsito; sin embargo, estos
compuestos tienden a deprimir la digestion de la fibra
mediante la inhibicion de la actividad de bacterias
celuloliticas como Ruminococcus albus y Ruminococcus
flavefaciens ''. Lo anterior supone la necesidad de evaluar
otras estrategias que reduzcan la produccion de CH, sin
afectar negativamente la degradacion de la fibra.

Alternativamente, Miller y Wolin 32 propusieron
mitigar la produccion ruminal de CH, con la adicion
de inhibidores de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) reductasa. Entre los inhibidores
se encuentran las estatinas, medicamentos utilizados
para disminuir los niveles de colesterol en humanos °.
La enzima HMG-CoA reductasa cataliza la conversion
de HMG-CoA a mevalonato, en uno de los pasos para la
sintesis de colesterol y otros isoprenoides, reaccion que
es competitivamente inhibida por las estatinas debido
a su similitud estructural con la HMG-CoA 3. Miller y
Wolin * descubrieron que los inhibidores de la enzima
HMG-CoA reductasa, mevastatina y lovastatina, inhiben
el crecimiento in vitro de cepas de Metanobrevibacter
al provocar lesiones en la membrana que afectan la

eficiencia en la sintesis de ATP en estos microrganismos
35, Esto se debe a que la composicion de la membrana
celular de los metandgenos difiere sustancialmente de
la membrana de las bacterias 2*; mientras la membrana
de los metandgenos esta constituida por isoprenoides, la
de las bacterias esta construida por acidos grasos, de alli
que las estatinas no afectan negativamente a las bacterias
ruminales #.

Los trabajos iniciales con estatinas fueron realizados
in vitro con formas puras del inhibidor y cultivos puros
de cepas metanogénicas y cubacterias del rumen 3% 47,
encontrando que dosis muy pequenas (4 mg/L) resultaron
efectivas para reducir el crecimiento de microorganismos
metanogénicos. A partir de alli se suscitaron varias
inquietudes relacionadas con su efectividad en un
ecosistema compuesto por una compleja comunidad
anaerobica y otras formas de suministro del inhibidor que
resultaran mas economicas, tales como el tratamiento de
paja de arroz con Aspergillus terreus y Monascus ruber,
reconocidos hongos productores de lovastatina *°.

En el trabajo de Soliva et al. *!, usando fluido ruminal
y RUSITEC, el empleo de 150 mg/L de lovastatina
disminuy¢6 la produccién de CH, un 42%. Usando la
técnica in vitro de produccion de gas, Jahromi et al. V7
evaluaron el tratamiento de paja de arroz con Aspergillus
terreus, encontrando que la tasa de produccion de CH,
(mL/h) se redujo entre 14.7 y 29.4% en funcion del
nivel de lovastatina incorporado. En experimentos in
vivo, Morgavi et al. ** evaluaron el potencial del arroz
fermentado con Monascus sp. en ovejas, hallando que la
produccion de CH, se redujo 30% y se mantuvo durante
el periodo de suministro. Contrariamente, Ramirez-
Restrepo et al. *° encontraron que si bien el consumo
de arroz fermentado con Monascus sp. disminuyo la
produccion de CH, al inicio del estudio, el efecto fue
temporal y posiblemente asociado con la adaptacion
ruminal. Igualmente Klevenhusen er al. * encontraron
que la lovastatina (80 mg/kg de materia seca (MS) de la
dieta) no redujo la produccion diaria de CH, en ovejas.

Se observa que la investigacion sobre los inhibidores
especificos, categoriaen la cual se encuentran las estatinas,
es relativamente reciente, existiendo la necesidad de
continuar evaluando las dosis que efectivamente reducen
la metanogénesis ruminal (eficiencia biologica) sin alterar
la digestibilidad de la MS, tomando en consideracion los
resultados contrastantes reportados en la literatura. Este
aspecto, sumado al estudio de efectos adversos sobre la
salud animal e impacto econdmico, serdn la base para
proponer el empleo de estos inhibidores en el desarrollo
de novedosos aditivos alimenticios . Este trabajo es
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uno de los pocos que utiliza fluido ruminal (diversidad
microbiana) en lugar de cultivos puros y que ademas
emplea como sustrato para la incubacién un pasto de
tropico de altura, que presenta mayor calidad nutricional
que los sustratos empleados en otros estudios. Por tanto,
el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto
de la utilizacion de lovastatina sobre la metanogénesis
y la digestibilidad de la MS in vitro del pasto kikuyo
(Cenchrus clandestinus).

Materiales y métodos
Localizacion

El experimento se realizO en el Laboratorio de
Investigacion en Nutricion y Alimentacion Animal
(NUTRILAB), adscrito al Grupo de Investigacion en
Ciencias Agrarias (GRICA). Este laboratorio se encuentra
ubicado en la Sede de Investigacion Universitaria (SIU)
de la Universidad de Antioquia (U de A), Medellin —

Colombia, a 1540 msnm y presenta una temperatura
controlada de 24 °C.

Sustrato incubado y andlisis quimico

Como sustrato para el proceso de fermentacion in vitro se
utilizo C. clandestinus. Este material fue cosechado a los
45 dias de rebrote en la hacienda La Montafia, propiedad
de la Universidad de Antioquia, que se encuentra ubicada
en el municipio de San Pedro de los Milagros (Antioquia,
Colombia) en una zona de vida bosque himedo montano
bajo (bh-MB) 2. El pasto fue secado en estufa de
ventilacion forzada a 65°C por 48 horas y posteriormente
molido a 1 mm para su andlisis quimico, que incluyé
MS, proteina bruta (PB), extracto etéreo (EE), cenizas
(Ce) %, fibra en detergente neutro (FDN) ¢ y energia bruta
(EB) con bomba calorimétrica . Los carbohidratos
no estructurales (CNE) fueron obtenidos por la
ecuacion CNE= 100-(%PB+%EE+%Cenizas+%FDN)>.
La descripcion nutricional del pasto se presenta en la
tabla 1.

Tabla 1. Composicion nutricional del C. clandestinus expresada en la materia seca.

Fraccion

%

PB

EE

Ce
FDN
CNE

EB (Mcal/KgMS)

234
4,1
10,5
55,1
6,9
43

PB=proteina bruta, EE=extracto etéreo, Ce= Cenizas, FDN=fibra en detergente neutro, CNE=carbohidratos no
estructurales, EB= Energia bruta.

Técnica de Produccion de gases

Latécnica de produccion de gases fue realizada siguiendo
los protocolos de Posada et al. *°. La incubacion se realizo
en frascos de vidrio con capacidad de 100 ml. En cada
frasco se adicion6 0,5 g de pasto seco y molido a 1 mm.

Tres indculos ruminales fueron obtenidos de vacas
Holstein Friesian adultas, no gestantes, no lactantes,
pertenecientes alahacienda La Montafia de la Universidad
de Antioquia. La dieta de los animales donadores fue
C. clandestinus, sal mineralizada y agua a voluntad.
Los inoculos se colectaron en la mafiana (6 horas) y

su transporte hasta el laboratorio se realizd en termos
precalentados con agua a 38 °C. En el laboratorio, los
in6culos fueron filtrados a través de mallas de algodon,
gaseados con CO, y conservados en bafio maria durante
el proceso de inoculacion.

La solucion tampon (buffer) se prepard de acuerdo con
las recomendaciones de McDougall *' y en los frascos
se mezcld con el indculo ruminal en proporcion 9/1,
respectivamente (45/5, ml/ml). Conjuntamente con la
inoculacion, en cada frasco de incubacion se adicionaron
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0.4 ml de una solucion lovastatina-etanol, que se prepard
de acuerdo con los requerimientos de cada tratamiento
experimental (solucion 1, 2 o 3, que se describen en el
aparte tratamientos experimentales). Para el tratamiento
sin adicién de lovastatina solamente se incluyeron 0.4
ml de una solucion de etanol al 95%. Seguidamente, los
frascos fueron cerrados con tapones de caucho, sellados
con agrafe de aluminio y almacenados en estufa de
ventilacion forzada a 39 °C durante 24 h.

En total se incubaron 102 frascos; 96 con sustrato
e indculo (4 tratamientos * 3 inoculos * 8 réplicas/
inoculo) y 6 correspondientes a los blancos (3 indculos
* 2 réplicas), que contenian solucion tampon e indculo
pero no sustrato, con el proposito de corregir los datos de
degradacion de la MS y de presion de gas a partir de los
valores generados por el indculo *.

Tratamientos experimentales

Se evaluaron cuatro tratamientos experimentales,
correspondientes a diferentes concentraciones de
lovastatina, a saber: 0, 0,01, 0,05 y 0,10 mg/ml de la
mezcla buffer-indculo. Las concentraciones fueron
definidas a partir de los trabajos reportados por Soliva et
al.*' y Jahromi et al. '°. Cada tratamiento conto con tres
(3) repeticiones, correspondientes a tres (3) diferentes
fuentes de indculo.

Como fuente de lovastatina fue empleado un producto
comercial que garantiza 20 mg de principio activo
por unidad (comprimido). Para obtener la solucion
de mayor concentraciéon de lovastatina (solucion 1),
correspondiente al tratamiento con 5 mg/50 ml de
mezcla buffer-indculo (cantidad de mezcla presente en
cada frasco de incubacion), 15,5 comprimidos fueron
finamente pulverizados antes de ser diluidos en 25 ml
de etanol al 95% (vol/vol). Para preparar la solucion
2, correspondiente al tratamiento de concentracion
intermedia de lovastatina (2,5 mg/50 ml mezcla) se
diluyeron 12,5 ml de solucion 1 en 12,5 ml de etanol.
Finalmente, para lograr la menor concentracion de
lovastatina (0,5 mg/50 ml mezcla), 5 ml de solucién 2 se
mezclaron con 20 ml de etanol, obteniendo la solucion
3. En la preparacion de las soluciones 1, 2 y 3 se empled
balon volumétrico.

Determinacion de la produccion de gas y de CH,

La produccion total de gas y de CH, fue determinada
luego de 24 h de incubacidn. La presion generada en los
frascos de incubacion se midid con un transductor digital
(Ashcroft 2089QG - Precision Digital Test Gauges, USA)

y el valor obtenido (psi) fue transformado a volumen
(ml) con la ecuacion: Y =-0,1833 +5,2098X + 0,0598X?
¢, Luego de la lectura de presion, la totalidad del gas
generado en los frascos de incubacion fue retirado con
una jeringa plastica y almacenado en bolsas plasticas
herméticamente selladas para posterior analisis de CH,
por cromatografia gaseosa. Para tal efecto, muestras de
100 pl del gas fueron inyectadas manualmente en un
cromatégrafo de gases Thermo Trace GC Ultra (Thermo
Scientific, USA) adaptado con un detector de ionizacion
de llama (FID). Las condiciones cromatograficas fueron
adaptadas de Apraez et al. ' y correspondieron a una
columna apolar de 30 m, 0,32 mmy 0,25 um, temperatura
del puerto de inyeccion 200 °C, modo de inyeccion split
50:1, temperatura del detector 250 °C, temperatura del
horno 30 °C (5 min) hasta completar 200 °C (30 °C/min)
y helio como gas de arrastre (1 ml/min). Los datos de
concentracion de CH, fueron procesados de acuerdo con
la descripcion de Lopez y Newbold *.

La produccion de CH, (ml) fue calculada a partir del
volumen total de gas (ml) y la concentracién de CH,. La
produccion de gas y de CH, (ml) se expreso por gramo de
MS incubada (MS)) y por gramo de MS degradada (MS ).
Adicionalmente, la produccion de CH, se presenté como
porcentaje de la EB incubada (EB,) y como porcentaje de
la energia digestible incubada (ED,). La ED, se obtuvo
al multiplicar la EB, por el porcentaje de digestibilidad
de la MS, en tanto la pérdida energetica a través del CH,
se estim6 multiplicando la produccion de este gas por su
calor de combustion, reportado en 9,45 kcal/L por Islam
etal. b,

Determinacion de la digestibilidad de la materia seca

Transcurridas las 24 horas de incubacion, se determiné la
digestibilidad de la materia seca (DMS) por gravimetria.
Para esto, el contenido de los frascos de incubacién se
filtr6 utilizando crisoles de vidrio (porosidad 1, 100
— 160 um) con ayuda de bomba de vacio. El conjunto
crisol-residuo fue secado en estufa de ventilacion
forzada a 60°C por 48 horas y posteriormente pesado. La
MS degradada se calculo como: (I-(MS_, -MS )/

orlgmal)) x 100, donde MS .. “es la MS no degradada
a las 24 horas, MS , €8 la MS no degradada de los
frascos blanco en ese mismo tiempo y MS  ginal €8 la MS
incubada.

Determinacion del perfil de fermentacion

La concentracion de acidos grasos volatiles (AGV),
acético, propionico y butirico, se determiné en el liquido
resultante de la filtracion. Este liquido se preservo
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mediante la adicion de acido sulftrico (98% v/v) hasta
alcanzar un pH= 2 y luego se centrifugo6 varias veces a
4000 rpm hasta no observar presencia de residuos en el
sobrenadante. Para la determinacion de AGV, muestras
de 1 pl de liquido se inyectaron en un cromatografo de
gases Thermo Trace GC Ultra (Thermo Scientific, USA)
equipado con un detector FID y una columna de 30 m,
0,32 mm y 0,25 pm. Las temperaturas del inyector y
del detector fueron 210 °C y 300 °C, respectivamente;
para el horno, la temperatura inicial fue de 68 °C
(1 min), luego aumentd 10 °C/min hasta alcanzar 140
°C (1 min), y posteriormente 40 °C/min hasta alcanzar
200 °C (1 min). El modo de inyeccion fue split y
como gas de arrastre se utilizd helio (2,5 ml/min).
La concentracion de AGV (mmol/L) fue calculada
a partir de la concentracion (ppm) determinada por
cromatografia y asumiendo una masa molar de 60,05,
74,08 y 88,11 g/mol para el acido acético, propidnico y
butirico, respectivamente.

Analisis estadistico

Un analisis completamente aleatorizado fue realizado
a través del procedimiento PROC MIXED del
paquete estadistico SAS #. El efecto fijo en el modelo
correspondio al tratamiento experimental (cuatro niveles
de lovastatina) y el efecto aleatorio al in6culo ruminal.

Tabla 2. Produccion de gas y de CH,, y digestibilidad de
luego de 24 h de incubacion con

Las medias de tratamientos fueron comparadas con
ayuda del procedimiento PROC LSMEANS del paquete
estadistico SAS #. El nivel significancia fue del 5%.

Resultados

En la tabla 2 se presenta el efecto de diferentes
niveles de lovastatina sobre la produccion de gas y de
CH, y sobre la DMS. Se observa que s6lo uno de los
niveles de adicion de lovastatina (0,1 mg/ml) redujo
significativamente (p<0,05) la DMS (%), la produccion
de gas (ml/g MS)) y de CH, (ml/g MS,, ml/g MS ) y la
proporcion de EB, y ED, que se transform6 en CH,. La
Unica excepcion a este comportamiento se registrd en la
produccion de gas respecto la MS,, donde ademas de la
inferioridad registrada para el mayor nivel de lovastatina,
los tratamientos correspondientes a 0,05 y 0,01 mg
lovastatina/ml también difirieron estadisticamente entre
ellos.

En la tabla 3 se presenta el perfil de fermentacion
del pasto C. clandestinus incubado en un medio con
concentraciones variables de lovastatina. Para los tres
AGYV, el nivel de inclusion de lovastatina de 0,05 mg/
ml fue estadisticamente superior a 0,1 mg/ml. Sélo se
registrd diferencia en la concentracion de propionato y
butirato entre los niveles 0,01 y 0,05 mg/ml, nuevamente
a favor del ultimo tratamiento.

la materia seca del pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus)
diferentes niveles de lovastatina.

Item Niveles de Lovastatina (mg/ml)’

0 0,01 0,05 0,1
Produccion de gas (ml/g MS?) 113 (14)%ab 114,7(1)a  110,1 (13)b 97,5 (14,6)c
Produccion de CH, (ml/gMS) 147 (5,5)a 15 (4,6)a 14 (44 10,1 (3,7)b
Digestibilidad de la MS (%) 44 (3,4)a 448 (3,5)a 43,1 (4,3)a 40,1 (5)b
Produccion de gas (ml/g MS?)  257,5(30,8)a 257,1 21)a  256,8 (27)a 242,8 (14,3)b
Produccion de CH, (ml/g MS,) 33,4 (12,7)a  33,6(9,7)a  32,5(10,4)a 24,8 (6,1)b
*EB, transformada en CH, (%) 7(2,5)a 7,2 (2,1)a 6,7 (2)a 4,9 (1,7)b
’ED, transformada en CH, (%) 15,9 (5,9)a 16 (4,5)a 15,5 (4,8)a 12 (2,8)b

! Niveles de inclusion de lovastatina expresados en mg por ml de mezcla buffer-inoculo ruminal

? ml/g MS = mililitros/gramo de materia seca incubada;

ml/g MS = mililitros/gramo de materia seca degradada

’ EB = Energia bruta incubada; ED = Energia digestible incubada

* Valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estindar
abc, medias sin letra comun en la misma fila presentan diferencia estadistica significativa (p<0,05)
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Tabla 3. Perfil de fermentacion del pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus) luego de 24 h de incubacion con diferentes

niveles de lovastatina.

Ttem Niveles de Lovastatina (mg/ml)’

0 0,01 0,05 0,1
Acetato (mmol/L) 65,1 (10yab 60,7 (9,3)ab 73,6 (6,4)a 56,7 (20,1)b
Propionato (mmol/L) 7,4 (2,8)ab 6(2,3)b 9,5(1,2)a 5,54,1)b
Butirato (mmol/L) 72(04)b  69(0,4b  82(02)a  68(1,1)b

! Niveles de inclusion de lovastatina expresados en mg por ml de mezcla buffer-indculo ruminal

2 Valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar

abc, medias sin letra comun en la misma fila presentan diferencia estadistica significativa (p<0,05)

Discusion

Lam y Doolittle * indicaron que la enzima HMG-CoA
reductasa presente en los metandgenos es inhibida
por la lovastatina, sustancia que afecta la produccion
de isoprenoides necesarios para la formacion de la
membrana celular en estos microrganismos, inhibiendo
su crecimiento y metanogénesis. En el presente estudio,
la utilizacién de una dosis de lovastatina equivalente a 0.1
mg/ml redujo la produccion de CH, por unidad de MS.
y MS, (30,8 y 25,3%, respectivamente), posiblemente
como consecuencia del efecto toxico que tiene este
medicamento sobre las poblaciones metanogénicas.
Soliva et al. *', evaluando una dosis de 0,15 mg/ml,
encontraron una reduccion de 42% en la produccion de
CH, (mmol/d).

La concentracion intermedia utilizada en el presente
trabajo (0,05 mg/ml) no mostrd reducciones en la
produccion de CH,. Existen evidencias del efecto de la
lovastatina sobre los metandgenos y la produccion de
CH, a dosis proximas e inferiores a 0,01 mg/ml, que
correspondid a la menor concentracion evaluada en este
trabajo. Miller y Wolin * lograron inhibicién completa
del crecimiento de metandgenos utilizando mevastatina
y lovastatina a niveles de 0,004 mg/ml. Jahromi et al. '¢
reportaron reduccion en el crecimiento de metandgenos
y en la produccién de CH, desde un nivel de 0,001 mg/
ml de lovastatina. Novakova et al. ¥ encontraron una
reduccion del 83% en el crecimiento de metandgenos
y del 43,9% en la produccion de CH, en presencia de
pravastatina a un nivel de 0,02 mg/ml. La contradiccion
entre los resultados experimentales de estos trabajos
y los obtenidos en el presente estudio, aun empleando
dosis mas elevadas de lovastatina, puede estar dada por
diferencias en las condiciones experimentales, ya que

los autores que reportan efectos con bajos niveles de
estatinas realizaron sus evaluaciones en cultivos puros
de metandgenos, mientras que en el presente trabajo,
la produccion de CH, fue evaluada en un cultivo mixto
usando liquido ruminal como fuente de inoculo. Esto
también fue reportado por Busquet et al. *, quienes no
encontraron efectos de la utilizacion de una dosis de
0,005 mg/ml de lovastatina sobre la produccion de CH,
en incubacion con liquido ruminal. En pruebas in vivo
realizadas por Klevenhusen ef al. > no se encontro efecto
de la lovastatina sobre la produccion CH,, lo que hace
suponer la existencia de un mecanismo a través del cual
las poblaciones microbianas no-metanogénicas pueden
reducir la efectividad de las estatinas.

Se hareportado que las estatinas no afectan negativamente
a las bacterias ruminales porque las membranas celulares
de éstas se componen por acidos grasos y no por
isoprenoides, como las membranas de los metandgenos
47_esto hace suponer que la adicion de estas sustancias no
debe afectar la DMS. No obstante, en el presente trabajo
se observo que la adicion de lovastatina a un nivel de 0,1
mg/ml redujo significativamente la DMS, lo cual podria
estar relacionado con la disminucidn en la produccion de
CH, por gramo de MS. y MS . No obstante, mientras la
produccion de CH, por gramo de MS se redujo 25,3% en
el tratamiento con 0,10 mg/ml, respecto los demas niveles
evaluados, la DMS so6lo se redujo 8,8%. Esto indica que
la disminucion en la produccion de CH, observada en
el presente trabajo no puede ser totalmente atribuida a
la reduccion en la DMS, sino al efecto que tienen las
estatinas sobre el crecimiento de los metandgenos. De
otra parte, en el trabajo de Jahromi ef al. 7 se evidencio
un aumento en la digestibilidad in vitro de la MS cuando
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el sustrato incubado fue previamente fermentado con
hongos productores de lovastatina, respecto el sustrato
sin fermentar. Ese efecto puede ser explicado porque el
hongo A. terreus es productor de enzimas celuloliticas,
complementando la degradacion de la lignocelulosa '°.

Debido a su capacidad para afectar selectivamente
los metandgenos, los inhibidores de la enzima HMG-
CoA reductasa tienen un excelente potencial para
modificar la fermentacién ruminal, pues los electrones
producidos durante la fermentacion de los polisacaridos
y que terminan en la formacion de CH,, podrian estar
disponibles para la formaciéon de productos reducidos
como propionato o butirato *2. La generacion de estos
productos reducidos, no gaseosos, conservaria entre 6%
a 13% de la energia que pierde el animal como CH, y
aumentaria la eficiencia de la utilizacion del alimento *’.
En el presente estudio fue evidente la reduccion de la
pérdida energética en forma de CH, respecto la EB. y la
ED.. En el tratamiento con 0,1 mg/ml, la pérdida de EB, en
forma de CH, se redujo 29,6%, en tanto la pérdida de ED,
fue 24,1% inferior. La extension en la cual la energia del
alimento es convertida en CH, se denota como Ym y de
acuerdo con el IPCC " corresponde a 6,5%. Los valores
de Ym en el presente trabajo estuvieron ligeramente por
encima de este valor (entre 6,7% y 7,2%), excepto para
el tratamiento con mayor inclusion de lovastatina, donde
fue 4,9%. Con respecto a la ED,, las pérdidas energéticas
a traves del CH, fluctuaron entre 12% y 16%, estando
por encima del rango descrito por Van Soest *°, entre el
5%y 12%.

En cuanto al efecto de la lovastatina sobre el perfil de
fermentacion, Morgavi et al. 3* encontraron que el
extracto del hongo M. ruber, el cual contiene estatinas,
incremento la proporcidn de propionato y butirato y redujo
la de acetato, lo cual estuvo asociado con la reduccion en
la produccion de CH,. Estos resultados contrastan con
los reportados por Busquet ez al. * y Soliva et al. *'. Los
primeros autores no evidenciaron efecto de la adicion de
lovastatina sobre el perfil de fermentacion; los segundos,
encontraron que la lovastatina aumento la proporcion de
acetato (7,3%) y disminuy6 la de propionato (24,1%),
mientras la proporcion de butirato permanecid constante.
Jahromi et al. '7 también encontraron que el extracto de la
paja de arroz fermentada por hongos produjo mas AGV
que el control, principalmente acetato. En el presente
trabajo no se observd un patron claro de respuesta en
el perfil de fermentacién en funcion de los niveles de
lovastatina evaluados. El incremento en la produccion de
acetato, observado en aquellos estudios donde se reduce
la metanogénesis, puede ser explicado por el aumento
en el flujo de electrones hacia el CO, para la formacion

de este AGV, proceso en el cual participan bacterias

acetogénicas (reductoras de CO,) presentes en el rumen
10, 37

Sisetiene en cuentaque el valor comercial de lalovastatina
(C,,H,0,, peso molecular 404.55 g/mol) producida por
la industria farmacéutica (99% pureza) fluctiia entre
USD$200 y 250/kg, la dosis diaria efectiva de 0,1 mg/
ml (100 mg/L) obtenida en este trabajo corresponderia
a7 g -en un bovino con 70 L de contenido ruminal *-
y un costo entre USD$1,4 y 1,75 USD. En este sentido
la utilizacion de lovastatina pura no es una alternativa
econdmicamente viable para reducir las emisiones de CH,
y debe ser sustituida por la administracion de lovastatina
a partir de sustratos fermentados por hongos'”?*2°. Con
respecto a la utilizacion de estos sustratos, Morgavi et
al.** observaron que las emisiones de CH, disminuyeron
significativamente (30%) sin afectar la fermentacion
ruminal. Estos investigadores también encontraron una
reducciéon del nimero de metandgenos ruminales en
animales que recibieron alimentos fermentados por M.
ruber, sin efectos negativos sobre las poblaciones de
bacterias y protozoos. Jahromi et al. '7 reportaron que
la paja de arroz fermentada por 4. ferreus redujo la
produccion de CH, in vitro en comparacion con la paja
del arroz sin fermentar, resultado contrastante con el
obtenido por Ramirez-Restrepo et al. * in vivo, quienes
encontraron que el consumo del sustrato fermentado
con Monascus sp. s6lo fue efectivo al inicio del estudio.
Si bien la literatura plantea la posibilidad de usar la
lovastatina como estrategia para reducir las emisiones
de CH,, es necesario realizar mas investigaciones in
vitro que permitan dilucidar cuéles son los niveles que
consistentemente presentan un efecto positivo con
diferentes sustratos alimenticios, antes de extrapolar
su utilizacion en alimentacion animal. El empleo de
sustratos fermentados por hongos productores de
lovastatina no solamente se muestra como una alternativa
econdmicamente viable, sino que ademas puede mejorar
la digestibilidad de la fibra gracias a la produccion de
enzimas celuloliticas por parte de estos microorganismos,
lo que refuerza la importancia de profundizar en esta
linea de investigacion con miras a su escalamiento a
nivel tecnologico y comercial.

En el presente trabajo, la produccion de CH, y la DMS
solo fueron afectadas con un nivel de inclusion de
lovastatina de 0,1 mg/ml, que es mayor a otros niveles
reportados en la literatura. Posiblemente la respuesta
esta condicionada a la diversidad microbiana asociada
con la utilizacion de liquido ruminal (cultivo mixto) en
el sistema in vitro, contrastando con los cultivos puros de
metanogenos empleados en otros trabajos. Esto demanda
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la realizacion de estudios tendientes a comprender cuales
son los mecanismos que reducen la efectividad de las
estatinas cuando se utilizan en cultivos microbianos
mixtos. Igualmente, més estudios in vitro son necesarios
para encontrar una dosis que consistentemente reduzca
la emision de CH, con diferentes sustratos alimenticios
antes de evaluar su efecto in vivo.

La efectividad bioldgica no es el Unico criterio para
escalar el uso de compuestos antimetanogénicos en
la alimentacion animal. El impacto economico de la
suplementacion también deber ser valorado frente a
la utilizacion de otros compuestos que actualmente
representan tecnologias aceptadas en la industria de
alimentos para rumiantes. Si un aditivo es econdmico, el
grado de variabilidad en la respuesta antimetanogénica
sera el principal limitante para su utilizacion. No obstante,
la lovastatina, como tecnologia costosa, debera presentar
un elevado grado de consistencia en la respuesta animal.
Toda vez que la administracion del principio puro es
costosa, se hace necesario profundizar en la efectividad
del suministro a través de sustratos fermentados por
hongos, lo cual adicionalmente puede mejorar la DMS
gracias a la produccion de enzimas celuloliticas por parte
de estos microorganismos.
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