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RESUMEN

Se realizó un estudio en co-cultivo entre el hongo Aspergillus oryzae y 
la bacteria ruminal celulolítica Butyrivibrio fibrisolvens, cuyo objetivo fue 
determinar “in vitro” el efecto del hongo sobre la producción de los ácidos 
acético, propiónico y butírico por parte de la bacteria. El medio de cultivo 
se preparó utilizando líquido ruminal filtrado, centrifugado, autoclavado 
y diluído al 40% con agua, y 0,05 p/v de pastos Angleton (Dichamthium 
aristatum) (Córdoba, Colombia). Las condiciones de cultivo fueron en anae-
robiosis, y el tiempo de incubación de 24 horas. A partir del sobrenadante 
fueron determinadas las concentraciones de los ácidos grasos volátiles  
por cromatografía de gases. Se estudiaron dos relaciones bacteria-hongo: 
1:1 y 1:3. Como resultado se observó un efecto negativo de Aspergillus 
oryzae sobre Butyrivibrio fibrisolvens, que se reflejó en la disminución en 
la producción de ácidos grasos volátiles. 

ABSTRACT

A study in co-culture between Aspergillus oryzae with the cellulolytic ruminal 
bacteria Butyrivibrio fibrisolvens was carried out aiming the“in vitro” deter-
mination  of the effect of the fungi on the production of acetic , propionic 
and butyric acids by the bacteria. The culture medium was prepared using 
filtered, centrifuged, autoclaved and ruminal liquid diluted to 40% with 
water, and 0,05 % p/v of Angleton grass [Dichamthium aristatum] [Cordoba, 
Colombia]. Culture was performed in anaerobic conditions for 24 hours. 
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the concentrations of volatile fatty acids in the supernatant were determined by gas chromatography. two bacteria-
fungi relations were studied: 1:1 and 1:3. the results showed a negative effect of Aspergillus oryzae on Butyrivibrio 
fibrisolvens which was reflected in a decrease in the production of volatile fatty acids.

INTRODUCCIóN

el hongo no ruminal Aspergillus oryzae es un microor-
ganismo que ha sido utilizado como aditivo en la dietas 
de los rumiantes, habiendo sido considerado como un 
próbiótico debido el beneficio observado en la nutrición 
animal [1], investigaciones al respecto han mostrado 
una mayor degradación de los alimentos [2,3], un 
aumento en la producción de leche y una mejora de 
su composición, reflejada en mayores porcentajes de 
grasa, proteína y sólidos disueltos, [1], o una dismi-
nución de los síntomas de estrés por calor [4]. los 
mecanismos por los que se producen estos efectos no 
se conocen con exactitud. 

trabajos realizados “in vitro” han demostrado que la 
utilización del hongo permite un mejoramiento en la 
degradación de la fibra, aumentando la producción de 
ácidos grasos volátiles [2]. por otra parte, estudios de 
interacciones en co-cultivo entre Aspergillus oryzae 
y cepas celulolíticas de Fibrobacter succinogenes y 
Ruminococcus albus han demostrado incrementos en 
el número de estos microorganismos [5,6, 7] lo cual 
permite una mayor digestión de la fibra [8,4]. 

otro ejemplo de la acción de Aspergillus oryzae sobre 
microorganismos ruminales lo constituye la estimu-
lación del crecimiento “in vitro” del hongo celulolítico 
Neocallimastis frontales. en estudios de la universidad 
estatal de Washington, se observó que en presencia del 
aditivo microbiano, el hongo predominante en el rumen 
modificaba tanto su forma como fisiología. se encontró 
un aumento del 27 % en la población de Neocallimastis 
frontales, incrementos del 37 % de la proteína y aumento 
del 87 % en la secreción de celulasa [9,10].

otros ensayos han reportado incrementos en el número 
de bacterias proteolíticas [7,11] y de bacterias utilizado-
ras de lactato, como Megasphaera elsdenii, Selenomo-
nas lactilytica y Selenomonas ruminantium [6]. 

los resultados experimentales obtenidos de los estu-
dios en co-cultivo entre el hongo Aspergillus oryzae y 
diferentes bacterias ruminales han brindado información 
de los efectos positivos del hongo sobre las bacterias, 
especialmente las celulolíticas; estas observaciones han 

sido tenidas en cuenta a la hora de utilizar el microorga-
nismo como aditivo probiótico en la nutrición animal. 

en colombia, los sistemas de producción bovina emplean 
forrajes en pastoreo como fuente de alimentos debido a 
su bajo costo; sin embargo, la dependencia del pastoreo 
tiene como desventajas los efectos de las variaciones cli-
máticas y las condiciones físico-químicas de los suelos. 
de esta manera, durante las épocas secas se presentan 
disminuciones importantes en la disponibilidad y calidad 
del forraje, efecto denominado ‘estacionalidad forrajera’, 
que reduce la carga animal, los niveles productivos y 
las tasas de crecimiento. [12,13.]. el departamento  de 
córdoba, considerado la capital ganadera de colombia, 
no escapa a la situación planteada.

teniendo en cuenta la problemática que afronta el sector 
productivo ganadero, y con miras futuras de obtener un 
preparado probiótico que se ajuste a la necesidades de 
la zona, se llevó a cabo la presente investigación utili-
zando microorganismos autóctonos que pertenecen al 
banco de cepas del laboratorio gRuBiodeQ, y que no 
corresponden a cepas comerciales de colección, con el 
fin de obtener respuestas acordes con las condiciones 
propias de adaptación y demás aspectos influyentes. el 
objetivo del trabajo fue evaluar en co-cultivo, el efecto 
del hongo Aspergillus oryzae sobre la concentración de 
los ácidos acético, propiónico y butírico producidos por 
la bacteria ruminal celulolítica Butyrivibrio fibrisolvens a 
dos relaciones microbianas (1:1 y 1:3); lo anterior  para 
establecer la posible existencia de algún efecto positivo 
en la producción de los ácidos a través del co-cultivo. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos utilizados: la bacteria celulolítica 
ruminal  Butyrivibrio fibrisolvens y el hongo no ruminal 
Aspergillus oryzae, utilizados en el experimento son 
cepas nativas que pertenecen al banco de cepas del 
laboratorio gRuBiodeQ.  

la bacteria fue aislada a partir del contenido ruminal de 
vacunos  de raza Romosinuana fistulados en el rumen. 
las muestras extraídas fueron sembradas en medios 
de cultivo preparados a partir de líquido ruminal filtrado, 
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centrifugado, autoclavado y diluído al 40% con agua, y 
0,05 p/p de pastos angleton [Dichamthium aristatum] 
(córdoba, colombia). las condiciones de cultivo fueron 
de anaerobiosis, temperatura de 40 °c y un tiempo de 
incubación de 24 horas [14].

el hongo Aspergillus oryzae  fue obtenido a partir de 
arroz de la siguiente manera: en pequeños frascos de 
70 ml de capacidad se preparó un medio de cultivo 
con 20 g de grano y 40 ml de agua destilada, y se 
llevó al autoclave durante 15 minutos a 103,42 kpai. 
terminado el proceso se dejó enfriar, y sobre el medio 
se inoculó una pequeña cantidad de granos enteros de 
arroz provenientes de  graneros comerciales y se llevó 
a incubación a temperatura ambiente (25 0c) durante 
cinco días. al finalizar el tiempo se logró el crecimiento 
del hongo.

la identificación de los microorganismos (bacteria y 
hongo) se llevó a cabo utilizando métodos tradicionales 
de observación macroscópica en medios apropiados, y 
microscópica con tinciones especificas, claves taxonó-
micas y pruebas bioquímicas [14,15, 16].

Determinación de la concentración de los ácidos 
acético, propiónico y butírico en el co-cultivo hongo 
– bacteria: en frascos de 70 ml se adicionaron 30 ml 
de un medio de cultivo preparado a partir de conteni-
do ruminal clarificado al 40% (v/v) y pasto angleton 
(Dichantium aristatum) (0,5 % p/v)propio de la zona, 
ajustando el pH a 6,4;  se inocularon los dos microor-
ganismos en relación 1:1 (0,7 x 10 8 células viables), en 
condiciones de anaerobiosis, y el conjunto fue saturado 
con co2; los frascos fueron tapados herméticamente 
e incubados a una temperatura de 40 °c, y durante un 
tiempo de 24 horas. cumplido el tiempo de incubación 
se tomaron 10 ml de sobrenadante, determinándose el 
pH y la concentración de los ácidos acético, propiónico 
y butírico por cromatografía de gases, empleando los 
derivados butil ésteres. [17]. la técnica fue desarrolla-
da, modificada y adaptada a las condiciones del equipo, 
cromatógrafo perkin elmer. el mismo experimento se 
repitió cambiando la relación de microorganismos a 1:3 
(bacteria –hongo). también se evaluó la concentración 
de los ácidos producidos por la bacteria celulolítica 
sola, en el medio sin el hongo.  todos los ensayos se 
realizaron por triplicado.

Análisis estadístico: se realizó un diseño experimental 
completamente al azar y se aplico análisis estadístico SAS 

con prueba de (tukey) para observar las variaciones en 
las concentraciones de los ácidos y del valor de pH.

RESULTADOS Y DISCUSIóN

en la tabla 1 se resumen los resultados de concen-
tración de los ácidos acético, propiónico y butírico, 
al igual que el valor de pH, obtenidos en: a] medio sin 
microorganismos; b] medio con la bacteria Butyrivibrio 
fibrisolvens (0,7 x 10 8 celulas viables); (c) medio de 
cultivo con la bacteria –hongo relación 1:1; y (d) me-
dio de cultivo con la bacteria –hongo relación 1:3. se 
utilizaron dos relaciones de microorganismos bacteria 
–hongo para establecer la incidencia de la concentración 
del hongo en la producción de  los ácidos por parte de 
la bacteria. 

las concentraciones de los ácidos en el medio de cultivo 
sin microorganismos,(a), preparado a partir de contenido 
ruminal clarificado al 40% (v/v) y pasto angleton (0,5 % 
p/v) fueron de 30,03, 1,0 y 1,5 mM de acético, propiónico 
y butírico, respectivamente; estos ácidos están presentes 
de manera natural en el contenido ruminal. la adición de 
Butyrivibrio fibrisolvens (B) produjo un incremento en la 
concentración del ácidos acético  (9,8 mM) estadística-
mente significativo con respecto al tratamiento (a); no 
hubo variaciones significativas para la concentración de 
los ácidos propiónico y butírico ni para el valor del pH. 
es de anotar que la concentración de ácido propiónico 
se mantuvo constante, como era de esperarse, debido 
a que Butyrivibrio fibrisolvens no lo produce.

Butyrivibrio fibrisolvens es una bacteria anaerobia ha-
bitante normal del rumen que posee un alto número de 
celulasas; tiene la  habilidad para degradar una amplia 
variedad de sustratos presentes en los forrajes como 
celulosa, hemicelulosa, xilanos y otros, produciendo 
butirato y acetato [18,19,20]; por su parte Aspergillus 
oryzae es un hongo no ruminal aerobio que se ha ca-
racterizado por tener una fuente enzimática que produce 
un amplio efecto benéfico sobre la microbiota ruminal 
permitiendo la existencias de productos comerciales a 
partir de esta clase de microorganismo [21].

el co-cultivo entre la bacteria y el hongo, (c) y (d) 
produjo una disminución en la concentración del ácido 
acético para ambas relaciones microbianas (1:1 y 
1:3), estadísticamente significativa con respecto al 
tratamiento (B). 
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 el hongo Aspergillus oryzae es un microorganismo 
que produce gran variedad de enzimas (celulasas y 
hemicelulasas). este hongo ha originado una serie de 
modificaciones en el rumen que han permitido mejorar 
la productividad animal, y por tal razón ha sido utilizado 
en la dieta de rumiantes [1]. los ensayos en co-cultivo 
del hongo con bacterias, especialmente las celulolíticas, 
han demostrado incrementos en el número de éstas; 
sin embargo, en la presente investigación Aspergillus 
oryzae no mostró efectos positivos en el co-cultivo con 
Butyrivibrio fibrisolvens. 

la disminución observada en la concentración del ácido 
acético en el co-cultivo bacteria-hongo posiblemente se 
debe a que esta cepa autóctona de Aspergillus oryzae 
inhiba el crecimiento de Butyrivibrio fibrisolvens, ya 
sea porque compite por el sustrato o por que produce 

sustancias que limitan la actividad de la bacteria. es 
conocido que algunas  cepas del hongo no ruminal 
producen sustancias con un amplio rango de actividad 
antibacteriana como se observó en  una investigación, 
[6], en la que se midió el efecto del extracto del hongo 
Aspergillus oryzae sobre el crecimiento de bacterias 
ruminales entre ellas, Butyrivibrio fibrisolvens, encon-
trándose que el crecimiento de esta bacteria al igual 
que el de otras 9 disminuyó de las 19 estudiadas.  la 
disminución del crecimiento de Butyrivibrio fibrisolvens 
en presencia de Aspergillus oryzae sugiere que la pro-
ducción de los ácidos producidos por la bacteria se 
ve afectada negativamente por la presencia del hongo 
tal como se demostró en la presente investigación 
utilizando microorganismos nativos. este hecho puede 
explicar la disparidad encontrada en los resultados de 
investigación con este hongo. a este respecto, y aunque 

Muestra
Concentración 

de ácido 
Acético [mM]

Concentración 
de ácido 

Propiónico 
[mM]

Concentración 
de ácido 

Butírico [mM]
pH

Medio de cultivo 
solo [sin microor-
ganismo]
(a)

30.03 a 1,5 a 1,0 a

6,40 a

Medio de cultivo 
con la bacteria 
celulolítica Butyri-
vibrio fibrisolvens
(B)

39,9  b 1,5 a 1,4 a 6,48 a

Medio de cultivo 
con bacteria-
hongo 
(relación 1:1)
(c )

23,9 c 1,5 a 1,1 a

6,80 b

Medio de cultivo 
con bacteria-
hongo 
(relación 1:3)
(d)

25,3 c 1,4 a 1,0 a 6,77 b

Tabla 1. concentración de los ácidos acético, butírico y propiónico en el medio sin microorganismos, con Butyrivibrio fibrisolvens y, en el co-cultivo 
Butyrivibrio fibrisolvens - Aspergillus oryzae a dos relaciones (1:1) y (1:3). (0,7 x 108  cells). valores promedios.  (concentration of the acetic, butyric 
and propionic acids in the mediun without microorganisms, with Butyrivibrio fibrisolvens and the co-culture Butyrivibrio fibrisolvens - Aspergillus oryzae  
(1:1) and (1:3) relations. 0,7 x 108  cells.  (mean values). 
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es reconocido como probiótico y utilizado actualmente, 
existen estudios en los cuales no se observa efecto 
alguno de la adición de Aspergillus oryzae a la alimen-
tación de rumiantes [4].

el estudio sobre efectos de interacción en co-cultivo ha 
permitido el conocimiento de poblaciones microbianas 
con potencial benéfico en el aprovechamiento de la 
dieta; esto ha propiciado el uso de microorganismos 
(probióticos) como suplemento para mejorar la nutri-
ción animal.

aunque en el presente trabajo no se observó un efecto 
positivo de la adición del hongo Aspergillus oryzae sobre 
la producción de ácidos grasos volátiles por parte de la 
bacteria Butyrivibrio fibrisolvens, ello no quiere decir que 
en condiciones diferentes a las del presente experimento 
hubieran podido obtenerse resultados diferentes, por lo 
que parece necesario realizar más investigaciones al 
respecto, utilizando otras cepas de bacterias celulolíti-
cas autóctonas. el conocimiento de los posibles efectos 
sinérgicos o antagónicos entre especies microbianas 
constituye una base para el desarrollo de productos 
eficaces que puedan incorporarse en la alimentación 
animal como probióticos, y adaptados a las condiciones 
y razas de animales propios de la zona de estudio. 

CONCLUSIóN

la interacción en co-cultivo entre el hongo no ruminal 
Aspergillus oryzae y la bacteria ruminal celulolítica Bu-
tyrivibrio fibrisolvens no favoreció la producción de los 
ácidos acético, butírico o propiónico, a las condiciones 
de experimentación. 

prueba del rango estudentizado de tukey (Hsd) para 
los ácidos : acético, propiónico, butírico y pH      

Medidas con la misma letra no son significativamente 
diferentes. tukey  (a, b, c   p<.0001)
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