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RESUMEN

Los rumiantes participan con el 18 % del metano (CHy) total producido en el mundo, considerado como el segundo gas
de efecto invernadero que acelera el cambio climatico global. Durante el proceso fermentativo en el rumen, los iones
dihidrégeno (Hy) y dioxido de carbono (CO») son utilizados por arqueas para formar CHy4. En eltema de la metanogénesis, las
investigaciones pecuarias se enfocan en diferentes lineas: 1) Identificar las especies y géneros metandgenos predominates;
2) Estudiar los modelos estereoquimicos fermentativos en el rumen para capturar Hy; 3) Esclarecer las rutas de liberacion
de CH4 en el organismo animal; y 4) Evaluar productos naturales y quimicos para disminuir la formacion de CHy4 entérico.
En esta revision se recaba informacion sobresaliente sobre el tema, se discuten diferentes estrategias para mitigar el CHg y

reducir su impacto en el ambiente.
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ABSTRACT

Ruminants contribute 18 % of the total methane (CH4) produced in the world, considered the second greenhouse gas
accelerating global climate change. During the fermentation process in the rumen, dinydrogen ions (H») and carbon dioxide
(COy) are used by archaea to form CHy. In the field of methanogenesis, livestock research focuses on different lines: 1)
Identifying predominant methanogenic species and genera; 2) Studying fermentative stereochemical models in the rumen
to capture Hy; 3) Clarifying the routes of CHy liberation in the animal organism; and 4) Evaluating natural and chemical
products to decrease the formation of enteric CH4. In this review, outstanding information on the subject is collected
and different strategies to take better advantage of this natural process are discussed, and to reduce its impact on the

environment.
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INTRODUCCION
a importancia de conocer la formacion y funcion
fisiologica del metano (CH4) en los rumiantes
radica en la contribucion gue tiene este gas en
el calentamiento global y su efecto invernadero
en el planeta. Especificamente, los
contribuyen con el 18 % del CHy4 total producido en el
mundo (Beauchemin et al.,, 2007). Durante el proceso
fermentativo, la produccion de los cidos grasos volatiles,
son rapidamente absorbidos en el rumen y utilizados
como fuente de energia, mientras otros productos
como el dihidrogeno (Hy) y el dioxido de carbono (CO»)
son utilizados por los microorganismos del rumen,
pertenecientes al dominio Archaea para producir CHy, el
cual es liberado al exterior por el eructo y la expiracion.
El CH4 se integra al grupo de gases que causa el
efecto invernadero; por dicho motivo, los esfuerzos se
encaminan en reducir las emisiones en los sistemas de
produccion animal. Varias estrategias se han sugerido
para disminuir las emisiones de CHy, pero para poderlas
realizar es necesario conocer de inicio las rutas quimicas
y fisiologicas que ocurren en el organismo animal. El
proposito es antagonizar estas vias metanodgenas y no
afectar los procesos fermentativos-digestivos de los
nutrientes que demerite la productividad.

rumiantes

Este manuscrito aborda los eventos quimicos fisiologicos
de la formacion de CH4 en el rumen, la importancia
estereoquimica de las moléculas, las vias de eliminacion
de CHy4 vy factores inhibitorios fisiologicos de CH4 hasta
ahora estudiados.

Via de fermentacion de los alimentos, formacion de
acidos grasos volatiles y metano

Las condiciones en el rumen deben tener una armonia
con los microorganismos y los procesos de fermenta-
cion, esta actividad es factible cuando se tienen las si-
guientes propiedades fisico-quimicas idoneas en el ru-
men (Araujo y Vergara, 2007; van Lier y Regueiro, 2008):
a) Ecosistema abierto y continuo: Permite la entrada de
los sustratos y la salida de los productos (se incluye la
proteina microbiana). b) Tiempo de retencion: Permite
la fermentacion de los alimentos y la actividad micro-
biana [tasas de pasaje (Kp)l. c) Medio acuoso idoneo:
Permite la actividad de las enzimas extracelulares y un
ambiente ruminal anaerobio que es requlado por la con-
centracion molar de los componentes en el rumen (os-
molaridad desde 260 hasta 400 mOsm). e) pH entre 5.8
y 7.0 (pH rumen=7.744+log (HCO3 /pCOy,). f) La accion
amortiguadora: Es compleja, sin embargo, influyen el
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numero de moles por litro de H* necesarios para causar
un cambio en el pH, la presion parcial de CO» vy la con-
centracion de sales de acidos grasos de cadenas cortas;
todos estos regulados por la produccion de saliva. g) Po-
tencial redox: La baja concentracion de oxigeno en el
rumen [potencial negativo de oxidacion (Eh) entre —250
y =450 mV] estimula el crecimiento de algunos microor-
ganismos. h) Temperatura en el rumen de 38 a 42 °C.

Los principales grupos microbianos que habitan en el ru-
men son anaerobios facultativos y contribuyen directa o
indirectamente a la degradacion de la materia organica
de la dieta. 1) Las bacterias tienen la mayor densidad de
poblacion (1019 mL=! de fluido ruminal (fr)]. 2) Las ar-
queas (108° mL™ fr), utilizan el COy e Hy, originados por
la actividad fibrolitica de bacterias, protozoos y hongos.
3) Los protozoos ciliados (10° mL=t ), contribuyen has-
ta con la mitad de la biomasa microbiana ruminal por su
tamafio, su defaunacion afecta la digestion de la fibra. 4)
Los hongos (108 mL=*fr) aportan menos del 8 % a la bio-
masa total, tienen microtubulos llamados hidrogenoso-
mas y también sintetizan acetato, formato, lactato y eta-
nol (Ho y Abdullan, 1999; Lourenco et al., 2010; Kumar
et al, 2013). La formacion de CHy4 es un proceso fisiolo-
gico normal gue contribuye al correcto funcionamiento
fermentativo del rumen, contrarrestando la inhibicion de
otros microorganismos provocado por la acumulacion
de Hy (Kumar et al.,, 2014).

Los carbohidratos ingeridos por los rumiantes se
degradan en mondmeros por accion microbiana.
Posteriormente, la fermentacion del piruvato da como
resultado la sintesis de los tres principales acidos grasos
volatiles (AGV) acetato, butirato y propionato asi como
alcoholes. El proceso inicia con la via mas comun, la
degradacion de la hexosa a través de la glucolisis (via
Embden—-Meyerhof-Parnas), produciendo dos piruvatos,
ATP (adenosin trifosfato), y el NAD* es reducido NADH
(dinucleodtido de nicotinamida y adenina-reducida). Por
las condiciones anaerobias en el rumen, el NAD* se
reoxida, para mantener la glucolisis posible y continuar
conelmetabolismo microbiano dependiente delpiruvato.
La produccion de butirato se acopla con la oxidacion del
NADH y se reduce a acetoacetil-CoA y crotonyl-CoA.
Diferentes microorganismos fermentativos tambien
convierten el piruvato en etanol, lactato o succinato, o
que da como resultado una oxidacion directa de NADH.
El acetato es el AGV predominante en el rumen, pero la
produccion de piruvato no esta directamente acoplada
a la oxidacion de NADH. En este caso, NADH se oxida
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a través de la produccion
de Hy, que se inhibe
con un nivel elevado

Glucosa —» 2 piruvatos + 4 H, (via Embden-Meyerhof)

Cuadro 1 Reacciones de formacion y utilizacion de dihidrogeno (H»).

Reacciones que forman Ho: Reacciones que utilizan el Hy:

Piruvato + 4H —» Propionato (C3) + H,O

en la presion parcial del
hidrogeno (pH») (Song et

Piruvato + H>,O —» acetato (C2) + CO, + 2H

2C2 + 4H —» Butirato (C4) + 2H,0
CO5 + 8H —» metano (CH,4) + 2H,0

al, 2014; Van Lingen et
al., 2016). En el Cuadro 1 se describen las reacciones que
forman y utilizan los H».

El acetato y butirato son nutrientes lipogénicos y son
fuente de H», disponible, mientras que la formacion de
propionato es una via competitiva para utilizar el Hy en el
rumen. Las arqueas metanogenas (ej. Methanobacterium
ruminantium) también usan el Hy disponible y lo combi-
nan con el CO, formando CHy4 (aunque otras fuentes
incluyen sulfato, nitrato y fumarato): 4H, + CO» —» CHy
+ 2H0.

Durante este proceso fisioldogico se mantiene un nivel
bajo de la pH», lo que permite la oxidacion de NADH en
bacterias que no son capaces de acoplar directamente la
oxidacion de NADH a la reduccion de metabolitos. Si el
H»> producido no es usado por los metandgenos, se inhi-
be la actividad de la hidrogenasa bacteriana y se limita la
oxidacion de los carbohidratos; hay produccion de eta-

Glucosa [6C] }

nol o lactato, los cuales inhiben el crecimiento microbia-
no idoneo en la digestion de los forrajes. Explicando este
proceso con mas detalle: Ruminococcus flavefaciens y
Ruminococcus albus son las bacterias mas importantes
en la degradacion de la pared celular en el rumen, sinte-
tizando iones Hy. Estas dos especies forman las enzimas
requeridas para hidrolizar la celulosa y hemicelulosa, su
contenido de hidrolasa tiene la funcion de remover los
equivalentes H* excesivos, pero estas mismas bacterias
pueden auto-inhibirse con su propio contenido de Hy o
la presencia de Oy (Mosoni et al., 2011; Meier et al., 2016).
La Figura 1 esquematiza las vias metabolicas comunes y
posibles que pueden suceder en la fisiologia del rumen.

La formacion y competitividad de moléculas en el ru-
men pueden ser explicadas por su estereoquimica,
basados en la distribucion espacial de los atomos que
componen las moléculas. En los procesos de fermenta-
cion del rumen se puede predecir la reactividad con la
variacion de la energia libre
de Gibbs (AG). La formula
(AG=AH-=TAS) nos indi-
ca la entalpia (AH), definida

Fermentadores lactato Productores lactato it
Megasphoera elsdenii

Lactato [3C] —L PIRUVATO [3C]
(e —~—

Fementadores lactato 2H
e 2H

Degradadores fibra

Acrilato [3
13 Oxaloacetato [4] Co,

HT

/ Degradadores fibra
Fermentadores almidon CU:
y azicar
rtrato h o
coz,/
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Ta
2H
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Aspartarto Malato [4C] almidon y azdcar

~_ |

Fumararto [4C]

Oxoglutarato
2»4.1
Succinato [4C] ~ H ATP </
Eegradad;mes fibra Citrato
I}
almiden y azdcer y ATP | co,
lactato

Propionato [3C]

Farmato [1C]

Acetil - CoA [2€]

0 Acetato [2C]

como el contenido ener-
getico del sistema, es decir
el calor (cedido o ganado)
de una sustancia a presion
constante, y la entropia (AS),
la cual mide la parte no uti-
lizable de la energia conte-
nida en un sistema. T es la
o temperatura que multiplica
a la entropia y solamente se
expresa en grados Kelvin. Si
el valor de AG es negativo,
ATP es una presion exotérmi-
ca porque libera energia,
la reaccion es espontanea,

Etanol [2C]

Degradadores
fibra y almiddén

Degradadores
fibra y almiddon
Fermentadores lactato

Cikkato [4C] Figura 1. Vias metabolicas en la

sintesis de acidos grasos volatiles
en el rumen (Adaptado de Naga-
jara et al., 1997, McAllister y New-
bold, 2008).



esto no quiere decir que
se forme muy rapido, el
significado es que se ori-
ginan un producto. En
este caso los electrones
del Hy y del CO» se con-
figuran y forman CHa.
Por otro lado, si absorbe
calor, el valor de AG es
positivo, la reaccion es
endotérmica, significan-
do que la reaccion no
podria suceder. La mo-
lécula de CHy4 tiene un
AG=-5079 kJ, a tem-

500 -
o AH"
o AL
04 AG " ]
- * s o ® s .
=500 - . e et ., o =
. -
]
@ -1000 &
5 . .
‘§ =-1500
L ]
-2000 + .
=2500 4 1]
-3000 4 A

Glu Pru Lsc Pro Ace But Val HCO3HIO CO2 CH4 ADP ATP Pi NADH
Figura 2. Valores de entalpia (AHo) y energia libre de Gibbs (A¢(Go) en
moléculas utilizadas y formadas en la fermentacion del rumen (Offe-
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puede realizar la manipu-
lacion térmica y contro-
lar la formacion de CHay.
El Cuadro 2 muestra el
AG® (condicion estan-
dar) en la fermentacion
de glucosa, interconver-
sion de los AGV y la oxi-
dacion. Durante el pro-
ceso de metanogénesis
AG°=-172 kJ-mol™, es
ligeramente menor en la
conversion de glucosa a
la formacion de acético
y propionico AG°=-192

peratura constante de nery Sauvant, 2006).

25 °C (298 °K), conside-

rando los valores en la ecuacion: AG=AH-TAS:
—50.79=(—74.85-298x170.2)10°, y ajustando a tem-
peratura del rumen (39 °C=311 °K), el valor es de
AG=-4974 kJ (Figura 2; valores tomados de Offener y
Sauvant, 2006), continua con valor negativo. De manera
logica, la temperatura es un valor que puede modificar el
AG:; en el rumen es imposible su aumento ascendente,

aunque en otros procesos anaerobicos ambientales se

kJ-mol ™%, indicando
competitividad entre la
captacion de los Ho.

Clasificacion de arqueas metanégenas

Las arqueas (Tercer Reino Archaea, descubiertas en la
Universidad de Illinois, EU (1977) por Wolfe R. y Woese
C, acufiado el término arcaico por estos investigadores,
debido a que son microorganismos que crecen en au-
sencia de oxigeno y producen CHy), son un grupo de

Cuadro 2. Valores de la energia libre de Gibbs en procesos fermentativos en el rumen (Van Lingen et al., 2016).

Conversion microbiana KJ?ﬂGot_i

Fermentacion de glucosa

CgH1206 + 4H0 » 2AcT + 2HCOsz + 4H, + 4H* 4 2 =52

CgH120g + 2.67 H,O? » 0.67Ac™+0.67BU” +2HCO3+3.33HT +2.67H, 3.33 0.67 =111

CgH120g + 2H,0° » BuT + 2HCO3z™ + 2H, + 3H* 3 0 —-138

CgH120g + HO° » ACT + Pr~ 4+ HCO3™ + Hp + 3H™ 3.67 0 —-159

CeH1206° » 067Ac™ + 1.33Pr~ + 0.67HCO3™ + 2.67H™ 2.67 -0.67 -196
Interconversion de acidos grasos volatiles

Ac™ + HCOz + HY + 3H, » Pr™ + 3H,0 0 -2 -113

Pr= + 3H,0 » Ac” + HCO3™ + H™ + 3H, 0.33 2 113

Bu~™ + 2H,0 » 2AcT + HT + 2H, 0.33 2 86
Cofactor de oxidacion

NADH + H* » NADY + H, ND -25

NADH + Fd®Tpep + 3HY  » NADT + Fdoy + 2Hs 0 ND -102
Metanogénesis

HCOz™ + HT + 4H; » CHy + 3H0 1.5-0.5° 0 =172

IProduccion de butirato, via ruta kinasa,

bProduccion de butirato via ruta kinasa o combinacion lineal de la reaccion a) y 2Ac” + 2CgH120g + 2H,O —> 3 Bu™ + 4HCOz +

2H>O + 5H+ para producir butirato via transferasa CoA.
“Produccion de propionato via succinato

9Produccion de propionato via lactato

®Para especies de Arqueas con y sin citocromos.
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microorganismos unicelulares, similares a las bacterias (arqueobacterias: tér-
mino mal empleado) en tamafio y forma, con morfologia procariota (sin nu-
cleo y organulos membranosos internos) (Figura 3).

Lasarqueasmetanogenasseclasificanencincoordenes: Methanobacteriales,
Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales y
Methanopyrales. La mayoria de las especies son inmoviles, solo los miem-
bros del género Methanothermus se desplazan por un flagelo. El orden
de las Methanobacteriales se divide en dos familias, Methanobacteriaceae
y Methanothermaceae. La familia Methanobacteriaceae se integra
por geéneros mesofilicos: Methanobacterium, Methanobrevibacter y
Methanosphaera. En los rumiantes, las arqueas metanogenas oscilan de
108 a 1000 células por gramo de contenido ruminal, predominando los
metanogenos hidrogenotrofos. La metanogénesis limita la acetogénesis
hidrogenotrofa, disminuyendo la concentracion de Hy por debajo del ni-
vel minimo requerido para la acetogénesis (Hook et al,, 2010; Shin et al.,
2004; Wright et al., 2006).

Patraetal. (2017)indican que lasarqgueasenelrumenrepresentan menosdel 3.3
% del rRNA total (incluyendo 16S y 18S). Los metandgenos ruminales aislados
han sido los siguientes: Methanobacterium formicicum, Methanobacterium
bryantii, Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter millerae,
Methanobrevibacter olleyae, Methanomicrobium mobile, Methanoculleus
olentangyi, Methanosarcina barkeri, Methanobrevibacter boviskoreani (aisla-
do del rumen del ganado coreano nativo), Methanobacterium beijingense
(aislada del rumen de la cabra), Methanoculleus marisnigri (aislado del ru-
men del ganado indio mestizo), Methanoculleus bourgensis (aislado del ru-
men del ganado Holstein) y Methanosarcina mazei (aislado del rumen de
ganado coreano Hanwoo). Las secuencias del gen 16S rRNA de los meta-
nogenos cultivados representan el 0.7 % de las secuencias en arqueas to-
tales de origen ruminal. La mayoria de los aislamientos son miembros de la
familia Methanobacteriaceae. Pero las especies
de Methanobrevibacter, incluyendo M. ruminan-
tium, M. thaueri, y M. smithii, son los mas predo-
minantes (identificadas con el gen 16S rRNA). Sin
embargo, también hay diversidad de otros me-
tanogenos ruminales como Methanosphaeras,
Methanosarcinales y Methanococcales (Jarvis et
al., 2000).

- {

)

T ¥
'

Figura 3. Methanobrevibacter smithii. La pared
celular (violeta) estd compuesta de pseudomurei-
na (y no de mureina como en las bacterias) hace
que las arqueas sean resistentes a lisozima y anti-
bioticos. La membrana celular (ocre) se compone
de un lipido bicapa © monocapa con componen-
tes de isopreno unidas a glicerol por enlaces de
éter. La bicapa lipidica de bacterias es una colum-
na de acidos grasos unida a glicerol por enlace
éster (Gottlieb et al., 2015).

Methanobrevibacter smit hii

Dependiendo del sustrato utilizado,
los metandgenos se clasifican en
tres grupos, segun Liu y Whitman
(2008):

1. Metandgenos hidrogenotrofos:
Son los mas comunes en el
rumen, utilizan los iones Hy vy
algunos de ellos usan formato
para reducir el CO, (Thauer et
al, 2008). CO» + 8H —» CHgy4
+ 2H>0O. Los acetogenos son
hidrogenotrofos,  reducen el
CO» para formar acetato (4H,
+ 2C0O, —» CH3COOH + 2H,0)
mediante la via Wood-Ljungdahl
(acetogénesis  reductiva). Las
bacterias  acetogénicas  son
las principales que utilizan H»
para reducir el CO, a acetato.
La acetogeénesis, en lugar de
la metanogénesis del Hy, es
favorable, ya que da como
resultado el acetato, que es
absorbido por el animal vy
utilizado como energia (Fonty et
al., 2007) (Cuadro 3).

2. Metanogenos metilotrofos:
Utilizan compuestos metilicos a
partir de metanol, metilaminas

Archacol (bicapa)

it pwmmawl (monocapa)
¥
)

cadenas ramificadas Isnprerlc ;—Snla:es

\ Ether
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Cuadro 3. Reacciones quimicas del acetato y valores de la energia libre de Gibbs en algunos metanogenos.

4 Hy + CO» —» CHy + 2H)0 -135 La mayoria de los metandgenos

4 HCOOH —» CH4 + 3 CO, + 2 HO —130 Varias metanogenas Hydrogenotrofas

CO; + 4isopropanol — CH4 + 4 acetona + 2 H,O -37 Algunas metanogenas hydrogenotrofas

CO, + 4isopropanol — CH4 + 4 acetona + 2 Hy -196 Methanothermobacter y methanosarcina
o sulfuros de metilo y los oxidan parcialmente al 1 2 CO;
CO» para producir electrones que pueden usarse [ Ho |5 [ FDrgjo |5 4 MFR
para reducir aun mas los grupos metilo a CHy (Liu y FDrojo
Whitman 2008:; Poulsen et al., 2013) (Cuadro 4). Formil-MFR

* [t [FaMPT]
3. Metanogenos acetotrofos: Utilizan el grupo metilo Formil-H4-MPT

del acetato para la disimilacion y produccion de CHy
y CO». Los metandgenos acetotrofos son archaeas
anaerobios facultativos que convierten el acetato
en CHy y CO». La actividad y el rendimiento de los
metanodgenos acetotrofos son de importancia en la
conversion anaerobica de acetato (Cuadro 5).

La combinacion de Hy + CO» es la via mas comun de
los metanogenos en la metanogénesis. El CO» se redu-
ce sucesivamente a CH4 por accion del H, como dona-
dor primario de electrones a través de formilo, metilo,
metileno y metilo-intermedio. La reduccion del resto de
carbono implica varios pasos catalizados por un numero
de cofactores y enzimas (Figura 4; con base en Qiao et
al., 2014).

Importancia delion hidrégeno (H™) y dihidrégeno (H,)
en la sintesis de metano

La cinética de distribucion y transferencia del hidrogeno
en las moléculas del rumen no ha sido completamente

| Fa2o | 4 LT
Metilfelino-H4-MPT

[ R 7 R

6 Metileno-H4-MPT
| H2 |74,| F420H2|%T
Metilo-H4-MPT

|F4zo | 8# HS-CoM
10
Metilo-S-CoM
HS-CoB 9 | yovs

v

CH4

Figura 4. Via de metanogénesis de H2 + CO, y metanol. F4ooH»: Re-
ducido de coenzima F420; FDrojo: Reducido de ferredoxina; MFR: Me-
tanofurano; H4MPT: Tetrahidromethanopterina; HS-CoM; Coenzima
M; HS-CoB: Coenzima B. Enzimas: 1. Ech hidrogenasa; 2. formilme-
tanofurano deshidrogenasa; 3. formil-MFR:H4MPT-formiltransferasa;
4. metil-H4MPT-ciclohidrolasa; 5. metileno-H4MPT-deshidrogenasa;
6. F4o0 hidrogenasa-reducida; 7. metilen-H4MPT reductasa; 8. metil-
HAMPT:HS-CoM-metiltransferasa; 9. metil-CoM reductasa; 10. meta-
nol: coenzima metiltransferasa.

Cuadro 4. Reacciones quimicas de compuestos metilados y valores de la energia libre de Gibbs en algunos metandgenos.

Compuestos metilados Cl AG (kJ mol™ CHy) Tipo de metanogeno

4CH3z0OH —» 3CH4 + CO;, + 2H,0 —105 Methanosarcina y otros metilotrofos
CHzOH + H2 — CH4 + 2H50 —-113 Methanomicroccus blatticola, Methanosphaera
2(CHz)2™S + 2 HyO — 3CH4+ CO, + 2H)S —49 Methanosarcina y otros metilotrofos
4(CHz " NHy + 2 HoO —» 3CHy4 + CO» + 4NH3 -75
2(CHz),"NH + 2 HoO —» 3CH4 4+ CO, 4+ 2NH3 =73 o
Algunos metilotrofos
4(CH3)3 N + 6 H,O —» 9CHy4 + 3CO, + 4NH3
4CHzNHzCl + 2 HyO —» 3CH4 + CO, + 4NH4ClL

Cuadro 5. Reaccion quimica y energia libre de Gibbs en metandgenos acetotrofos.

CH3COOH — CHy4 + CO»

Acetato AG (kJ mol™? CHy) Tipo de metanogeno

Methanosarcina y Methanosaeta




Volumen 11, Numero 2. febrero. 2018

elucidada y presenta puntos oscuros en sus vias metabo-
licas. En este apartado trataremos de explicar su impor-
tancia fisioldgica en la formacion del CH4. De inicio se
sabe que la actividad del hidrogeno es esencial durante
la fermentacion ruminal y la presion parcial del mismo
hidrogeno (fraccion molar del hidrogeno diatomico,
Prp) es determinante en la metanogénesis del rumen.
Sin embargo, el balance de ion H* y la concentracion
del gas H» disuelto, determinan el potencial redox en el
rumen. Mas del 90 % de los atomos de hidrogeno en el
rumen se encuentran en el agua (H* %: Agua 91, alimen-
to 6, microbios 2, CH4 <0.1, Hy <0.1) (Hegarty y Gerges,
1999).

La transferencia de protones se da durante la fermenta-
cion microbiana, de modo que una proporcion sustan-
cial de los dtomos H* (derivados del agua) son reducidos
a Hy para formar CHy, ésta ul-
tima forma pasa a ser un gas
no polar y poco soluble en el
agua, la Pyy (considerando la
velocidad con la cual se di-
suelve el H») es determinante
en el proceso de la metalogeé-
nesis.

12

mM de dihidrégeno disuelto

R

y Robinson (1988) utilizaron un detector ultrasensible
con vapor de mercurio para detectar Hy en sedimentos
terrestres; este fue adaptado con un tubo de teflon di-
rectamente a los compartimentos del rumen, a traves
de las canulas ruminales, realizandose la cuantificacion
de H» cada 3h durante 8 meses. Algunos de los resulta-
dos se muestran en la Figura 5; la concentracion de H»
(linea marron) incrementd inmediatamente, por unos
minutos con la ingestion de cada comida (linea verde),
luego se mantuvo en cantidades bajas después de las
ingestiones.

Los metanodgenos usan inmediatamente el Hy, éste no
se acumula en el rumen. De hecho, trazas de Hy en
el rumen pueden inhibir la actividad de hidrogenasa
(ya se explico anteriormente) y limitan la oxidacion de
los azucares, cuando no hay rutas alternativas para la
eliminacion de Hp. La inhibi-
cion metanogena también se
puede dar por el blogueo del
monoxido de carbono, alte-
rando la digestibilidad de la
celulosa y hemicelulosa has-
ta un 40 % (Russell y Wilson,
1996). La baja Py (10™% atm;
0,01 kPa) favorece las vias
metabdlicas de las bacterias

Teoricamente, el volumen de
CH4 formado en el rumen de
un bovino es de 200 a 400
L por dia (Okine et al., 1989)
el valor corresponde a la uti-
lizacion de 800 a 1600 L de
Ho,, la relacion es de 4 moles de Hy por mol de CHy4
producido, a un gasto de calor de combustion de 0.211
Mcal mol™t. Paralelamente, por cada 65 L de CHy4 se
requiere el uso de 152 L de CO» (Baldwin y Allison 1983;
Baldwin, 2000). La importancia de cuantificar el Hy ini-
cio con los estudios de Hungate en los afios 60s, quien
propuso gque los organismos que utilizan el Hy, cambian
el flujo de electrones y modifican los productos finales
de la fermentacion. En condiciones normales las die-
tas con forraje contienen una concentracion desde 0.4
hasta 3.4 M H» disuelto, mientras las dietas con grano,
la concentracion de Hy es en promedio de 3.3 M H»
disuelto (rango = 0.2-28 M) (Hungate 1970; Barry et
al., 1977). También se ha medido el H, como gas en el
aliento de ovejas alimentadas con ensilaje, reportando
cantidades de 2 a 15 ppm (Takenaka et al., 2008), pero
capturar el gas exhalado se contamina con el Hy am-
biental (~0.5 ppm). Un estudio realizado por Smolenski
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Tiempo (horas)

celuloliticas y la metanogeé-
nesis ruminal, a través de la
transferencia de Hy. Hay ma-
yor contenido de NADH?
por glucalisis y oxidacion del
gliceraldehido-3-fosfato. Se modula la formacion de
los AGVY, principalmente la formacion de propionato se
describe como una via de utilizacion de H» (pero no
estrictamente ocurre), aunque la formacion de propio-
nato esta fuertemente asociada con la disminucion de
CHy4 (Janssen, 2010).

Figura 5. Concentracion de dihidrogeno disuelto en el
reticulo de bovinos alimentados con ocho comidas al dia
(Smolenski y Robinson, 1988).

Los metanogenos ruminales utilizan el Hy y reducen
el CO, a CHy4 en secuencias acopladas a la sintesis de
ATP, donde el CO» es la fuente de carbono y el H» es el
principal donador de electrones (Ramirez et al., 2014). El
aumento de la Py reduce la desaminacion de aminoa-
cidos. Cultivos in vitro de Ruminococcus albus forman
acetato, etanol, Hy y CO», pero cuando se co-cultivaron
con un metanogeno, el etanol bajo, mientras que la pro-
duccion de Ho, acetato y ATP aumentaron; este tipo de
relacion con sintrofia genera la transferencia de H» entre
especies (Fonty 1996; Kumar et al., 2014).



Por otro lado, las tasas de pasaje de la ingesta (solidos y
liquidos) son esenciales para mantener la concentracion
y la Pyp. Varios estudios concluyen que el aumento en
la velocidad de paso ocasiona disminucion en la pro-
duccion de CHy4 y mayor formacion de propionato por
unidad de alimento digerido (Okine et al., 1989; Pinares-
Patifio et al., 2003). La cantidad de protozoarios en el
rumen disminuye, cuando las tasas de pasaje son altas,
mientras los microbios celuloliticos producen acetato e
H» (Franzolin y Dehority, 1996). Por el contrario, los mi-
crobios amiloliticos producen menos Hy y mas propio-
nato. La actividad ideal de los metandgenos se da con
elrango de pH de 6.0 a 7.0, y con limites en pH de 55 a
6.5 (Rea et al,, 2007). Dado que la disminucion del pH se
asocCia con una mayor tasa de pasaje, posiblemente los
metandgenos requieran una concentracion de Hy ma-
yor para su sobreviviencia. La tasa de crecimiento en los
metandgenos se da con su crecimiento maximo posible
(max) en condiciones fisicoquimicas predominantes a
una concentracion tedrica infinita de la fuente de ener-
gia y su concentracion (H»), describiéndose con siguien-
te ecuacion:

u=umax X s/ (Ks + s)

donde: Ks es la constante de Monod, que describe la
concentracion de la fuente de energia a la cual es u =
0.5 X umax para que los metandgenos tengan las con-
diciones fisicoquimicas predominantes.

Lo que indica que en la relacion Monod, se requiere una
concentracion de Hy que permita la tasa de crecimien-
to. Las concentraciones de Hy en el rumen se controlan
por la cinética de crecimiento del metanogeno, las vias
de fermentacion y la estereoquimica de los productos
formados (Figura 6).

Rutas metabdlicas para inhibir la formacién de metano
Una gran variedad de compuestos naturales y sintéticos
han sido probados, la mayoria muestra una eficaz res-
puesta in vitro o en modelos mesocosmaos, pero in vivo
hay inconsistencias en su eficacia. Las variaciones en el

Concentracion de
H, disuelto

Tasa crecimiento

metandgenos

Metano en los rumiantes

microbioma del rumen, la cinética de fermentacion, res-
puesta anti-metandgena y la dieta son factores que influ-
yen en la respuesta (Patra et al., 2017). Por la extension
limitada en este capitulo, es dificil describir quimicamen-
te la accion de las vias inhibitorias de metano. Estas se
resumen en la Figura 7.

Los ionoforos inhiben bacterias gram negativas como
clostridios y Ruminococcus que forman acetato e Ho.
También inhiben bacterias gram negativas que forman
formato e Hy (Chalupa, 1988). Particularmente, la mo-
nensina disminuye la formacion de CH4 en mas de 10
% (McGinn et al., 2004). Las bacteriocinas como Bovicin
HCS5, Nisin y bacteriocina producida por Streptococcus
spp. suprimen el CH4 en 50 % in vitro (Lee et al.,, 2002;
Houlihan y Russell, 2006). La defaunacion ruminal de los
protozoa es otra alternativa que se ha usado para dismi-
nuir la metanogénesis, con base a la revision realizada
No se sugiere su uso, debido a las limitaciones en la fer-
mentacion ruminal que se ocasionan; el uso vy tipo de
aceite en la dieta para inducir la biohidrogenacion pue-
de generar interacciones eficientes entre metandgenos,
bacterias y protozoa en las emisiones de CH4 (Wang et
al., 2017). Los compuestos con un potencial redox mas
alto que el CO, como malato, acrilato, oxaloacetato
y fumarato pueden redirigir termodinamicamente los
equivalentes en la fermentacion ruminal y formar menos
CH4 y mas propionato o ser usados en el anabolismo
para la sintesis de aminoacidos u otras moléculas (Foley
etal, 2009).

Se han aplicado una variedad de productos quimicos
para inhibir la metanonanogénesis en el ganado y redu-
cir las emisiones de CHy, redirigiendo la energia hacia
la eficiencia de la alimentacion y la produccion (Beau-
chemin et al., 2009). Los inhibidores metandgenos mas
comunmente utilizados son el 2-bromoetanosulfonato
(BES), éste es un andlogo de la coenzima M, su funcion es
inhibir el crecimiento en alquenos alifaticos (Patra et al.,
2017). El &cido propinoico (AP), un analogo de propionato
insaturado con un enlace triple de carbono que también
es un inhibidor eficaz de la metanogénesis (Ungerfeld et

Cantidad de H;
formado

Cantidad de CH4
formado

Control dinamico por
la cinética- crecimiento

Termodinamica
seleccion-vias fermentacion

Estereoquimica
(4H2 + CO2 » CH4 + 2H20)

Figura 6. Modelo con combinaciones cinéticas, termodindmica y estereoquimica de dihidrégeno y metano

(Janssen, 2010).
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dos al gen 16S rRNA vy el
gen mcrA (Wright et al.,
2006; Zhou et al, 2010).
La mayoria de los metano-
genos viven libremente en
el fluido del rumen o ad-
heridos a las particulas del
alimento. En co-cultivos,
un metanogeno hidroge-
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notrofo cambia la fermen-
tacion hacia acetato, au-
mentando el rendimiento
de ATP y el crecimiento
de bacterias celuloliticas.

A

INHIBIDORES:

Analogos no saturados- propionato y butirato
Ac grasos cadena larga. Nitrocompuestos
Andlogos Coenzima M. Metanopterina
Hidrocarbonos halogenados: C1,C2
Inhibidores reductasa (HMG-S-CoA)

COz + H;

Vacunas
antimetandgenas

Compuestos nitrooxy y Peterin
Taninos condensados
Aceites esenciales

La diversidad en los me-

Etileno. Acetileno
Flavonoides
Saponinas

tandgenos ruminales son
bajas. hay un entorno se-

Figura 7. VVias metabolicas en la formacion e inhibicion de metano en rumen (Adaptado de Broucek,

lectivo para los metano-
genos ruminales. Los clo-

2014; Ramirez-Bribiesca, 2014; Ramirez et al., 2014; Patra, 2016; Patra et al., 2017).

al, 2004; Zhou et al,, 2010). El aci-
do propindico y 2-butinoato de eti-
lo disminuyen de 24 a 79 % el CHy,
(Ungerfeld et al., 2004). Aungue
estudios in vivo demuestran que la
inhibicion de metandgenos afecta
la relacion acetato:propionato, dis-
minuyendo la formacion de los AGV
con tendencia a formar mas aceta-
to (Patra y Yu, 2012). Los nitrocom-
puestos anti-metanogenos como el
3-nitropropionato, 2-nitropropanal,
2-nitroethanol y nitroetano disminu-
yen el CHy de 57 a 98 % (Anderson
et al, 2008). La alimentacion con
3-nitrooxlpropanol a dosis de 2.5 g
por dia por vaca disminuyo en 60 %
por kg de materia seca sin afectar el
consumo, la digestibilidad y la con-
centracion de AGV y mejorando la
poblacion protozoa en rumen (Ro-
mero-Pérez et al., 2015).

Molecularmente, los inhibidores
metandgenos en las comunidades
bacterianas y arqueas se basan en
bibliotecas de clones o polimorfis-
mo de longitud de fragmentos de

G
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nes secuenciales del rRNA

16S ruminal tienen una
similitud de 95 % con las secuencias de Methanobrevibacter gottschalkii,
Methanobrevibacter thaueri, Methanobrevibacter smithii y Methanosphae-
ra stadtmanae, lo que indica que estas especies pueden ser metanogenos
ruminales comunes y una inhibicion puede pensarse con la via de clona-
cion. En el caso de las vacunas metanogenas, éstas se han preparado con
células completas de siete metandgenos aislados en Australia, disminu-
yendo en un 8 % la emision de CHy4 (Wright et al.,, 2004). Se sugiere que
las vacunas se elaboren con antigenos-proteina de la membrana celular,
aungue la duda es, si los anticuerpos que circulan en sangre pueden inhibir
los metanogenos que habitan el rumen.

Al parecer, las combinaciones de compuestos anti-metandgenos con modos
de accion complementarios son un enfoque prometedor para lograr la
mitigacion sin efectos adversos en la ingesta de alimento y la fermentacion
ruminal. Algunas de las sustancias anti-metanogenas sintéticas, puede ser
dificil su aprobacion regulatoria por las autoridades de salud. Los rumiantes
en pastoreo extensivo contribuyen en mayor proporcion a las emisiones de
CHy entérico a nivel mundial, por lo tanto, el desafio es disminuir el problema
en este sistema de produccion.

Vias de absorcion y excrecion del metano

Las técnicas para medir las emisiones de CH4 en los rumiantes se centran en
la captura y medicion del gas que se libera de los eructos. Aunque también
se reporta exhalacion de CHy; la eliminacion por la via respiratoria se debe
a la absorcion del gas por la via intestinal, paso al sistema porta-sanguineo y
su salida paralela entre el intercambio gaseoso del CO» a nivel sanguineo y
alveolar. La otra via es investigar si el CH4 se puede absorber por la pared del
rumen, cComo algunos autores lo mencionan. Este apartado trata de dilucidar



los mecanismos fisiologicos de la eliminacion de CHy4 en
los rumiantes.

Murray et al. (1976) mencionan valores de 85 a 90 % del
CHy proviene de la fermentacion entérica. El 95 % de
CH4 en el rumen se excreta por eructos, el 89 % del CHy
producido se exhala y el 1 % se elimina por el ano. El
balance calculado con ovejas canuladas se presenta en
la Figura 8.

La mucosa del colon tiene uniones estrechas entre las
células epiteliales, esta estructura permite la absorcion
de iones sodio y cloro, creando un gradiente osmaotico
que favorece la absorcion del agua; el CHy y otros gases
se benefician con esta actividad y atraviesan la mucosa
del colon, para ingresar al torrente sanguineo por siste-
ma porta. El movimiento se da por difusion, con un gra-
diente de presion parcial maxima de 50 mm Hg para el
COy y CHy, pero debido a la baja solubilidad del CHy, la
absorcion es lenta. La produccion de CO»p, Hy y CH4 en
el colon hace gue la pNy sea menor en la luz intestinal
gue en la sangre, y la baja pO, en el colon favoreciendo
las proliferaciones de microorganismos anaerobios, los
cuales conforman el 99 % de la flora en colon. Estudios
realizados en humanos indican que una parte de Ho vy
CHg siguen la ruta de absorcion y excrecion mencionada
(~15-25 %), la otra proporcion de estos gases se eliminan
principalmente por las flatulencias. La presencia de CHy4
en sangre humana es indicativo de problema en el tran-
sito intestinal, sindrome de intestino irritable de tipo obs-
tipacion (de-Lacy et al., 2013), la concentracion de 0.33
M CH4 en sangre por una intoxicacion externa causa 50
% de hemolisis (Batliwala et al., 1995). En clinica humana,
la excrecion pulmonar de CHy4 se utiliza como un indi-

Fistula rumen¢

Fistula cecal
Ano

Metano en los rumiantes

cador de la produccion CHy4 en el colon. En los rumian-
tes, el CHy4 post-gastrico es eliminado por via respiratoria
como ya se menciono. Sin embargo, Dougherty et al.
(1967) supusieron que una cantidad de CH4 formado en
el rumen alcanza la circulacion sanguinea y se elimina
por los pulmones. Si bien se conocen los mecanismos
fisiologicos de transformacion y absorcion en rumen del
COy vy NHy, se pensaria un mecanismo similar para el
CHg, pero no hay reportes de algunas pruebas fisiologi-
cas que lo describa y lo repligue. El CH4 es un gas ligero,
junto con el CO» se concentra en las regiones superio-
res del rumen, no se sabe cuanto del gas se puede mez-
clar en la digesta, aunque su solubilidad es de aproxima-
damente 1,5 mM CHy a presion atmosférica (Batliwala et
al., 1995). Como es sabido, la proporcion porcentual de
los gases formados en el rumen, son aproximadamente:
COp, 55; CHy, 29; Hy, 0.16; Oy, 2; y N, 12. El sistema bi-
carbonato del rumen es un sistema de amortiguamiento
donde los protones reaccionan con HCOz™ para formar
H,Oy COs (HY + HCO3™) «» HyCO3 < HO + CO»).
La concentracion de HCOz™ estd modulada por el pH y
la pCO» (36.7 a 66.5 kPa), manteniéndose un equilibrio
constante con la eliminacion por eructo y la absorcion
de COy en el rumen. En el caso de amoniaco, debido al
alto valor de pKa (9.2), el NHz se une inmediatamente a
un H* en cantidades equimolares y forma NH4* en el
contenido ruminal; posteriormente, en el paso de NH4*
a la sangre, se elimina un proton, facilitando la expresion
de los canales de K* y la eficiencia adecuada de la bom-
ba Na*/K*-ATPasa ruminal para facilitar el transporte. El
paso de los AGV disminuye el gradiente eléctrico, des-
polarizan la membrana basolateral y facilita el paso de
NH4" (Aschenbach et al., 2011). Aparentemente el trans-
porte de CHy4 por la pared del rumen puede darse por
diferencias de presion entre los
gases del rumen en la region
superior y la sangre. Un plan-
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Figura 8. Modelo de produccion y movimiento de metano litros por dia (L d ™) en ovejas alimenta-
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raaminohipurico como marca-
dor para medir los balances de
CHy4 en los flujos (flow y flux)
sanguineos.




CONCLUSION

[~ | concepto de disminuir las emisiones de CH4 en la
== ganaderia, cada vez es mas relevante. Para poderlo
L mitigar, es necesario conocer las rutas fisioldgicas
en su formacion, su distribucion en el organismo vy su
liberacion al ambiente por el animal. Hasta ahora la iden-
tificacion de las arqueas metanogenas, la capturay com-
petitividad fisiologica de los dihidrogenos, son el gran
reto en la investigacion. Con las publicaciones actuales,
es posible concluir, que no se puede eliminar totalmente
la formacion de metano en el rumiante; fisiologicamen-
te es un mal necesario, donde se debe conocer el punto
de equilibrio entre la cantidad de metano entérico for-
mado, la salud del animal y la productividad.
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