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Resumen

La pasta de Jatropha curcas L. tiene hasta 60 % de proteína 
cruda; pero no se usa como alimento para rumiantes por su 
contenido de ésteres de forbol y otros compuestos tóxicos. 
Estos se han extraído y cuantificado con métodos químicos, 
físicos y biológicos y los resultados son variables. Además 
los estudios relacionados con el uso de este sustrato por las 
bacterias ruminales son limitados. El objetivo este estudio 
fue evaluar la actividad fermentativa de un consorcio de 
bacterias seleccionadas en medio de cultivo con pasta de J. 
curcas, sin detoxificar. Como sustrato se prepararon medios 
de cultivo con 0.2 g de la pasta, se inocularon con líquido 
ruminal fresco (LRF) y se incubaron 10 d a 380.05 °C. 
Los tratamientos fueron (fuentes de inóculo): T1, líquido 
ruminal fresco (LRF) y; T2, bacterias ruminales utilizadoras 
de pasta de J. curcas (BRUpj). El diseño experimental fue 
completamente al azar con cuatro repeticiones. Las varia-
bles fueron concentración total de bacterias, ácidos grasos 
volátiles, nitrógeno amoniacal, pH del medio y degradación 
in vitro de la materia seca (DivMS) a las 3, 6, 12, 24, 48, 72 
y 96 h de incubación. En la población de bacterias totales, 
la DivMS y el pH entre los tratamientos evaluados no hubo 
diferencias (p0.05). La concentración de ácido acético fue 
mayor en T1 (p0.05) a las 3, 6 y 12 h, y la de NH4 fue ma-
yor (p0.05) en T2 en todos los tiempos. Las bacterias en 
LRF y BRUpj mostraron capacidad para degradar la pasta 
de J. curcas, sin detoxificar.

Abstract

The pulp of Jatropha curcas L. contains up to 60 % of 
crude protein; still, it is not used as ruminant feed due to 
its content of phorbol esters and other toxic compounds. 
These compounds have been extracted and quantified with 
chemical, physical and biological methods with variable 
outcomes. Furthermore, studies related to the use of this 
substrate by rumen bacteria are limited. The objectiveof 
this study was evaluate the fermentation activity of a 
bacteria consortium selected in a J. curcas culture pulp 
medium, without detoxification. As substrate, the culture 
media was prepared with 0.2 g of J. curcas pulp, inoculated 
with fresh rumen fluid (FRF) and incubated at 38.5 °C 
for 10 d. The treatments were (sources of inoculum): 
T1, fresh ruminal fluid (FRF); and T2, rumen bacteria 
utilizing J. curcas pulp (BRUpj). The experimental design 
was completely randomized with four replications. The 
variables were: total bacterial concentration, volatile fatty 
acids, ammonium nitrogen, pH of the medium and dry 
matter in vitro degradation (DMivD) at 3, 6, 12, 24, 48, 
72 and 96 h of incubation. In the total bacterial population 
the DMivD and pH between treatments showed no 
statistical difference (p0.05). Acetic acid concentration 
was higher in T1 (p0.05) at 3, 6 and 12 h, and NH4 was 
higher (p0.05) in T2 at all times. Bacteria in FRF and in 
BRUpj showed ability to degrade the J. curcas pulp without 
detoxification.
 
Key words: Ruminants, rumen microbiology, Jatropha 
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Introducción

Especies de plantas como la Ricinnus comunis 
L., Elaeis guineensis Jacq. y Jatropha curcas se 
han evaluado para extraer aceite. De la extrac-

ción industrial del aceite de la semilla de J. curcas se 
obtiene como subproducto una pasta que contiene 
más de 30 % de proteína cruda (PC) (Liberalino 
et al., 1988). Esta pasta se podría usar como fuente 
de proteína para rumiantes. Pero la pasta contiene 
ésteres de forbol y otros factores antinutricionales 
como ricina y ricinina (Macedo et al., 2011), inhi-
bidores de tripsina, ácido fítico, lectina y saponinas. 
Procesos para inactivar estas sustancias (Saetae y Sun-
tornsuk, 2011) son: el calentamiento a 160 °C por 
30 min; la extracción con etanol, metanol y éter de 
petróleo; el tratamiento con NaHCO3, y fermenta-
ción de la pasta por hongos como Bjerkandera adusta, 
Cunninghamella echinulata o Phelebia rufa, y bacte-
rias, como Pseudomonas aeuriginosa. Esos métodos 
alcanzan eficiencias de 75 a 100 % (Runumi et al., 
2015), pero son costosos y el uso de compuestos quí-
micos puede dejar residuos en el producto final (Sae-
tae y Suntornsuk, 2010 y 2011), por lo cual se debe 
buscar alternativas más eficientes.
	 El rumen contiene especies bacterianas con ca-
pacidad de adaptación y modificación genética (De-
hority, 2003). Alrededor de 22 especies predomi-
nantes están identificados (Krause y Russell, 1996); 
éstas permiten a los rumiantes usar materiales vege-
tales y subproductos agroindustriales que generan 
ácidos grasos volátiles (AGV) y proteína microbiana 
(Van Soest, 1994). Según Cobos et al. (2011), esta 
estimación sólo representa una proporción pequeña 
de la población total en el rumen.  Por lo anterior, 
el objetivo de este estudio fue desarrollar in vitro 
un consorcio de bacterias ruminales con capacidad 
para degradar la pasta de J. curcas sin detoxificar, y 
que degrade in vitro los ésteres de forbol.

Materiales y Métodos

Área de estudio

	 La investigación se desarrolló en el Laboratorio de Biotecno-
logía Animal de la Facultad de Ciencias Agrícolas, Campus IV 
de la Universidad Autónoma de Chiapas, en entronque carretera 

Introduction
 

Plant species like Ricinnus communis L., Elaeis 
guineensis Jacq. and Jatropha curcas have been 
studied for oil extraction. From the industrial 

extraction of J. curcas oil seed a pulp is obtained 
as a by-product, which crude protein content (CP) 
is greater than 30 % (Liberalino et al., 1988). This 
pulp could be used as a protein source for ruminants. 
But the pulp contains phorbol esters and other 
anti-nutritional factors such as ricine and ricinine 
(Macedo et al., 2011), trypsin inhibitors, phytic 
acid, lectine and saponins. Processes to inactivate 
these substances (Saetae and Suntornsuk, 2011) 
are: heating at 160 °C for 30 min; extraction with 
ethanol, methanol and petroleum ether; treatment 
with NaHCO3, fermenting the pulp with yeasts such 
as Bjerkandera adusta, Cunninghamella echinulata 
or Phelebia rufa and bacteria like Pseudomonas 
aeruginosa. These methods achieve efficiencies of 
75 % up to 100 % (Runumi et al., 2015), but they 
are costly and the use of chemicals can leave residues 
in the final product (Saetae and Suntornsuk, 2010 
and 2011). Therefore, it is necessary to seek more 
efficient alternatives.
	 The rumen contains bacterial strains with the 
ability to adapt and undergo genetic modifications. 
(Dehority, 2003). About 22 predominant species 
are identified (Krause and Russell, 1996); these 
bacteria allow ruminants to use plant material and 
agro industry byproducts that generate volatile 
fatty acids (VFA) and microbial proteins (Van 
Soest, 1994). According to Cobos et al. (2011), this 
estimation represents only a small proportion of the 
total bacterial population in the rumen. Therefore, 
the objective of this study is to develop in vitro, a 
consortium of rumen bacteria with ability to break 
down J. curcas’s pulp without detoxification, which 
can degrade in vitro phorbol esters.
 

Materials and Methods

Study area
 
	 This study was carried out at the Animal Biotechnology 
Laboratory, Faculty of Agricultural Sciences, Campus IV of the 
Universidad Autonoma de Chiapas, in the junction of coastal 
highway and Huehuetán, Chiapas (14° 54’ 29” N, 92° 15’ 38” 
O, 50 m altitude, rainfall of 2326 mm per year, average annual 
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costera y Pueblo de Huehuetán, Chiapas (14° 54’ 29” N, 92° 15’ 
38” O, 50 m de altitud, precipitación pluvial de 2326 mm anua-
les, temperatura promedio anual de 28 °C y clima cálido húmedo 
con lluvias en verano).

Medio de cultivo

	 Cien mililitros del medio de cultivo anaerobio (MCA) con-
tenían 47.9 mL de agua destilada, 30.0 mL de líquido ruminal 
clarificado (filtrado en una gasa triple y centrifugado a 20 817 g 
por 15 min, a 4 °C y esterilizado a 121 °C por 15 min a 15 psi en 
autoclave; Felisa, FE-397, México), 5 mL de solución mineral I 
(6 g K2HPO4 1000 mL1), 5 mL de solución mineral II (6 g 
K2HPO4, 6 g (NH4)2SO4, 12 g NaCl, 2.45 g MgSO4 y 1.6 g 
CaCl2 H2O en 1000 mL de solución final), 5 mL de Na2CO3 
en solución 8 % (8 g de Na2CO3 en 100 mL de agua destilada), 
5 mL de acetato de sodio al 1.5 % (1.5 g acetato de sodio en 100 
mL de agua destilada), 2 mL solución de sulfido-cisteína (2.5 g 
L-cisteína disuelta en 15 mL de NaOH 2 N2.5 g Na2S-9H2O 
en 100 mL de H2O), 0.1 mL de solución de resazurina al 0.1% 
(0.1 mL de resazurina en volumen final de 100 mL calentada hasta 
que el indicador pierde su coloración), 0.2 g de tripticasa-peptona 
y 0.10 g de extracto de levadura (Ley de Coss et al., 2011, 2013).

Aislamiento de BRUpj 

	 La capacidad de adaptación y viabilidad del consorcio de 
bacterias del rumen se evaluó en el medio de cultivo con pasta de 
J. curcas (primer aislamiento). Para esto, en viales de cultivo de 
250 mL se depositaron 150 mL del MCA y 3.0 g de pasta de J. 
curcas desengrasada sin detoxificar. Todo el procedimiento se rea-
lizó bajo flujo de CO2, y se adicionaron 50 mL de LRF de bovino 
macho extraído con sonda esofágica. El medio se mantuvo 10 d a 
380.05 °C. Luego, a 10 tubos (13100 mm PYREX, México) 
con 4.5 mL de MCA se adicionó 0.1 g de la pasta, se inoculó 
con 0.5 mL del cultivo de bacterias que se mantuvieron activas 
en el primer aislamiento y se mantuvieron 7 d a 380.05 °C, el 
gas producido se liberó cada 24 h. Luego, 0.5 mL de este cultivo 
se transfirieron a tubos de 13100 mm (PYREX, México) con 
4.5 mL del MCA nuevo estéril, con las mismas características, y 
se incubaron 24 h. El cultivo se transfirió a viales con 50 mL de 
medio de cultivo para crecimiento de bacterias ruminales utili-
zadoras de pasta de J. curcas (BRUpj), y se mantuvieron 48 h a 
380.05 °C. Este cultivo fue el inóculo de posibles BRUpj (T2).

Degradación in vitro de la MS (DivMS)

	 Pasta (0.2 g) de J. curcas en tubos de ensayo (18150 mm; 
PYREX, México) se esterilizó por 15 min a 121 °C, se agregaron 

temperature of 28 °C and humid warm climate with summer 
rains).
 

Culture medium
 
	 One hundred milliliters of anaerobic culture medium 
(ACM) containing: 47.9 mL of distilled water, 30 mL of clarified 
rumen fluid (filtrated in a triple gauze and centrifuged at 20 817 
g for 15 min at 4 °C and sterilized at 121 °C for 15 min at 15 
psi in an autoclave; Felisa, FE-397, Mexico), 5 mL of mineral 
solution I (6 g K2HPO4 1000 ML1), 5 mL of mineral solution 
II (6 g K2HPO4, 6 g (NH4)2SO4, 12 g NaCl, 2.45 g MgSO4 
and 1.6 g CaCl2 H2O in a 1000 mL of final solution), 5 mL of 
8 % Na2CO3 solution (8 g of Na2CO3 in 100 mL of distilled 
water), 5 mL of sodium acetate 1.5 % (1.5 g sodium acetate in 
100 mL of distilled water), 2 mL of sulfide-cysteine solution 
(2.5 g L-cysteine dissolved in 15 mL of 2N NaOH2.5 g of 
Na2S-9H2O dissolved in 100 mL H2O), 0.1 mL 0.1 % resazurin 
(0.1 mL of resazurin in 100 mL final volume of heated until the 
indicator loses its color), 0.2 g of peptone trypticase and 0.10 g 
yeast extract (Ley de Coss et al., 2011, 2013).
 

BRUpj Isolation
 
	 The adaptation capacity and viability of the bacterial 
consortium from the rumen bacteria were evaluated in a 
culture medium with J. curcas pulp (first isolation). In 250 mL 
culture vials, containing 150 mL of ACM and 3 g of degreased 
J. curcas pulp without detoxification, 50 mL of FRF extracted 
from male bovines through a tube in the esophagus were 
added. The whole procedure was performed under CO2 flow. 
The medium was kept 10 d at 380.05 °C. Then, in 10 tubes 
(13100 mm PYREX, Mexico) with 4.5 mL of ACM, 0.1 g 
of the pulp were added. These were inoculated with 0.5 mL of 
the bacteria that survived the first isolation and were kept for 
7 days at 380.05 °C. Produced gas was released every 24 h; 
afterwards 0.5 mL of this culture were transferred to 13100 
mm tubes (PYREX, Mexico) containing 4.5 mL of new 
sterile ACM with the same characteristics and then incubated 
for 24 h. The culture was transferred to vials containing 
50 mL of culture medium for rumen bacteria utilizing pulp of 
J. curcas (BRUpj) and kept at 380.05 °C. This culture was 
used as the inoculum of potential BRUpj (T2).
 

Dry matter in vitro degradation (DMivD)
 
	 Test tubes (18150 mm; PYREX, Mexico) containing 
0.2 g of J. curcas pulp were sterilized for 15 min at 121 °C, 9 mL 
of culture media were added afterwards. The procedure took 
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9 mL del medio de cultivo bajo flujo de CO2, de acuerdo con 
la técnica reportada por Cobos y Yokoyama (1995) y se man-
tuvo a 380.05 °C por 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h, después 
de inocularse con 1.0 mL de los inóculos (T1: LFR obtenido de 
un bovino con cánula ruminal; T2: BRUpj obtenido del proceso 
de aislamiento). En cada periodo de incubación se determinó la 
concentración del substrato no degradado. Después de cada pe-
riodo el pH se midió con un potenciómetro (OACTON, 43294, 
Singapur). En cada tratamiento se tomaron los valores promedio 
y se ajustaron a valores logarítmicos para obtener los promedios 
para prueba con datos ajustados (Häubi, 2004). Los resultados se 
calcularon con Microsoft Excel.

Recuento de bacterias totales (BT)

	 Con una pipeta tipo Pasteur, 0.5 mL de medio de cultivo se 
extrajo de cada tratamiento al finalizar cada periodo de incuba-
ción (3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h), por capilaridad se depositaron 
en una cámara Petroff-Hausser (Hausser #3900, Electron Mi-
croscopy Sciences, EE.UU.), con un área de 0.0025 mm2 y pro-
fundidad de 0.02 mm. Para el recuento se usó un microscopio 
de contraste de fases (Biológico BX51, Olympus, EE.UU.), a una 
magnificación 1000X (Ley de Coss et al., 2013). La cuenta bacte-
riana se calculó con la fórmula: cantidad de bacterias(promedio) 
(factor de dilución, 2107). Además, la tasa de generación se 
determinó para conocer el tipo de crecimiento entre los inóculos 
(LRF vs. BRUpj) con la fórmula: NN02n (1), donde N: número 
final de células, N0: número inicial de células y n: número de 
generaciones durante el periodo de crecimiento exponencial. Por 
tanto, el tiempo de generación (tg) de la población bacteriana 
se calculó como t/n, donde t es tiempo y se determina con los 
datos de la fase de crecimiento exponencial, n se calculó con la 
transformación logarítmica de la ecuación 1: n3.3 [log Nlog 
N0] (Madigan et al., 2009).

Concentración de ácidos grasos volátiles (AGV)

	 Para determinar la concentración de AGV, nuevos MCA 
inoculados con LRF y BRUpj se mantuvieron por triplicado 
a 380.05 °C; luego a 2.0 mL de medio de cultivo se adi-
cionaron 0.5 mL de ácido metafosfórico al 25 %; la mezcla 
se colocó en viales de plástico y se centrifugó a 17 664 g por 
10 min, se agitó en un vórtex (Science MED, MX-S, EE.UU.) 
y se almacenaron a 10 °C. Para el análisis, 2 mL de la mues-
tra descongelada, a 25 °C y centrifugada a 34 622 g, por 
20 min, se depositaron en viales para cromatografía. El conteni-
do de AGV se determinó en un cromatógrafo de gases (Perkin- 
ElmerTM, Claurus 500; EE.UU.) con automuestrador y colum-
na capilar (ELITE-FFAP de 15 m, Perkin-ElmerTM), detector 

place under a CO2 flow, following the technique reported by 
Cobos and Yokoyama (1995). The test tubes were incubated at 
380.05 °C for 3, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 h after inoculation 
with 1.0 mL of inoculum (T1: FRF obtained from a bivine with 
a ruminal cannula; T2: RBUpj obtained from the isolation 
process). During each incubation period the non-degraded 
substrate concentration was measured. After each period the 
pH was measured with a potentiometer (OACTON, 43294, 
Singapore). In each treatment the mean values were obtained 
and adjusted to logarithmic values in order to obtain the average 
for the test with set values (Häubi, 2004). The results were 
calculated with Microsoft Excel software.

Total bacterial count (TB)

	 With a Pasteur pipette, 0.5 mL of culture medium were 
removed from each treatment after the corresponding incubation 
period (3, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 h). They were by capillarity 
placed in a Petroff-Hausser counting chamber (Hausser #3900, 
Electron Microscopy Sciences, USA) with a 0.0025 mm2 area and 
0.02 mm depth. For the counting, a phase contrast microscope 
was used (Biological BX51, Olympus, USA), with a 1000X 
magnification Ley de Coss et al., 2013). The bacterial count 
was calculated using the formula: amount of bacteria(mean) 
(dilution factor, 2107). In addition, the generation rate was 
determined in order to stablish the type of growth among 
inoculums (FRF vs. RBUpj) using the formula: NN02n (1), 
where N: final number of cells, N0: initial number of cells and 
n: number of generations during the exponential growth period. 
Therefore, the generation time (gt) of the bacterial population 
was calculated as t/n, where t is time and it is stablished by the 
data from the exponential growth phase, n was calculated from 
the logarithmic transformation of equation 1: n3.3 [log Nlog 
N0] (Madigan et al., 2009).

Concentration of volatile fatty acids (VFA)
 
	 In order to determine the VFA concentration, new ACM 
inoculated with FRF and RBUpj were kept (by triplicate) at 38.5 
°C. Then, 2 mL of culture media, we added to 0.5 mL of 25 % 
metaphosphoric acid. The mixture was placed in plastic vials and 
centrifuged at 17 664 g for 10 min, were then stirred in a vortex 
(MED Science, MX-S, USA) and stored at 10 °C. For the analysis, 
2 mL of the thawed sample, at 25 °C and centrifuged at 34 622 g 
for 20 minuntes were deposited in vials for chromatography. The 
VFA content was determined in a gas chromatograph (Perkin-
ElmerTM, Claurus 500; USA) with auto-sampler and capillarity 
column (ELITE-FFAP 15 m, Perkin-ElmerTM), flame ionization 
detector (FID), N2 carrier gas at 60 psi, H2 and O2 were used to 
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de ionización de flama (FID), gas N2 acarreador a 60 psi, H2 y 
O2 para generar la flama con un flujo de 45 y 450 mL min1, 
de acuerdo con el método descrito por Cobos et al. (2011).

Concentración de nitrógeno amoniacal

	 Dos mL de los medios para medir DivMS, en triplicado, se 
centrifugaron a 1000 g por 10 min, y 1.5 mL del sobrenadante 
se mezclaron con 0.375 mL de ácido metafosfórico (proporción 
4:1), se mantuvieron en refrigeración y luego se centrifugaron 
a 13 000 g por 25 min. El sobrenadante se recuperó en viales 
de 2 mL y se almacenaron en congelación a 10 °C hasta su 
valoración; 20 L de este sobrenadante se mezclaron con 1 mL 
de fenol y 1 mL de hipoclorito de sodio. Las muestras se mantu-
vieron a 37 °C por 30 min en baño maría, se adicionaron 5 mL 
de agua destilada, para diluir las muestras, se agitaron con un 
vortex (Science MED MX-S EE.UU.) y la absorbancia a 630 nm 
en un espectrofotómetro UV-VIS (Perkin-ElmerTM, Lambda-40; 
EE.UU.) calibrado con un método (r20.99) de concentración 
de nitrógeno amoniacal según McCullough (1967).

Diseño y análisis estadístico

	 El diseño experimental fue completamente al azar con cua-
tro repeticiones, los datos de la degradación de MS, concentra-
ción de AGV, concentración de nitrógeno amoniacal y pH en 
los medios de cultivo se analizaron con el procedimiento GLM. 
La concentración de bacterias totales se analizó con la prueba de 
suma de rangos de Wilcoxon (SAS, 2009). Los valores promedio 
se compararon con la prueba de Tukey (p0.05).

Resultados y Discusión

Degradación in vitro de la MS

	 La DivMS de la pasta fue mayor (p0.05) en 
T1 (68.66 %) que en T2 (58.00 %) sólo a las 72 h 
(Cuadro 1). En ambos tratamientos hubo degrada-
ción del substrato desde la hora 3 de incubación. 
Esto indica que las bacterias se adaptaron al medio 
y degradaron la pasta sin detoxificar. Kasuya et al. 
(2013) indican que DivMS de la pasta de J. cur-
cas sin detoxificar fue 54.9 % y aumentó a 77.9 % 
cuando se modificó con el hongo Pleurotus ostreatus 
por 45 d; además, la concentración de ésteres de 
forbol en la pasta disminuyó 99 %. Martínez et al. 
(2005) reportan que la degradación in vitro de la 
proteína cruda de la pasta de J. curcas, mezclada 
con enzimas, para simular la digestibilidad en no 

generate the flame with a 45 and 450 mL min1 flow, according 
to the method described by Cobos et al. (2011).

Ammonium nitrogen concentration
 
	 Two mL of the culture media were used to measure 
DMivD (by triplicate), were centrifuged at 1000 g for 10 min, 
1.5 mL of the supernatant were then mixed with 0.375 mL 
of metaphosphoric acid (4:1). These were kept refrigerated 
and then centrifuged at 13 000 g for 25 min. The supernatant 
was then recovered in 2 mL vials and stored at 10 °C until 
their evaluation; 20 L of this supernatant were mixed with 
1 mL of phenol and 1 mL of sodium hypochlorite. The 
samples were incubated at 37 °C during 30 min in a water 
bath. 5 ml of distilled water were then added to dilute the 
samples and homogenized with a vortex (Science MED MX-S 
USA). The absorbance was measured at 630 nm in a UV-
VIS spectrophotometer (Perkin-ElmerTM, Lambda-40, USA) 
calibrated with a method (r20.99) for ammonium nitrogen 
concentration according to McCullough (1967).
 

Design and statistical analysis
 
	 The experimental design was completely random with 
four replications. Data of DM degradation, VFA, ammonium 
nitrogen concentration and pH of the culture media were 
analyzed using an GLM procedure, while the total bacteria 
concentration was analyzed by the Wilcoxon signed-rank test 
(SAS, 2009). Mean values were compared with the Tukey test 
(p0.05).

Results and Discussion
 

DM in vitro degradation
 
	 The DMivD of the pulp was higher (p0.05) in 
T1 (68.66 %) than in T2 (58.00 %) only after 72 
h (Table 1). In both treatments, degradation of the 
substrate took place from the 3rd hour of incubation 
on. This indicates that the bacteria adapted to the 
culture media and degraded J. curcas pulp without 
detoxification. Kasuya et al. (2013) indicate that 
DMivD of the J. curcas pulp without detoxification 
was 54.9 % and increased to 77.9 % when modified 
with the Pleurotus ostreatus fungus for 45 d; besides, the 
concentration of phorbol esters in the pulp decreased 
99 %. Martinez et al. (2005) report that the in vitro 
degradation of crude J. curcas pulp protein mixed 
with enzymes to simulate non-ruminant digestibility 
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Cuadro 1.	Degradación in vitro de la materia seca de pasta de Jatropha curcas y pH del medio de 
cultivo.

Table 1.	Dry matter in vitro degradation of Jatropha curcas pulp and pH of culture media.

Tratamiento
Tiempo de incubación (h)

3 6 12 24 48 72 96

Digestibilidad in vitro de la materia seca (%)
T1 48.66 49.66 61.33 62.33 69.33 68.66a 69.66
T2 38.66 42.00 50.33 56.33 57.00 58.00b 60.33

EEM 19.83 38.16 45.83 36.33 30.66 18.16 38.33

pH
T1 5.62 5.82 5.65 5.46 5.62 5.69a 6.04
T2 5.80 5.66 5.71 5.59 5.44 5.45b 5.51

EEM 0.013 0.0059 0.029 0.059 0.009 0.0103 0.069

T1: inóculo de líquido ruminal fresco; T2: inóculo de bacterias ruminales utilizadoras de pasta de J. cur-
cas. a b Promedios con letra diferente en una columna son estadísticamente diferentes (Tukey; p0.05). 
EEM: error estándar de la media  T1: fresh ruminal innoculum fluid; T2: inoculum of rumen bacteria 
utilizing J. curcas pulp. a b Means with different letter in a column are statistically different (Tukey; 
p0.05); EEM: standard error of the mean.

rumiantes fue 78.6 % e incrementó a 86 % cuan-
do se calentó previamente. En nuestro estudio no 
se evaluó la degradación de los ésteres de forbol, 
por lo que no se puede asegurar que las bacterias 
lo degradaran. La degradación de los ésteres de for-
bol por Pleurotus ostreatus, B. adusta, Ganoderma 
recinaceum y P. rufa está documentado (Dias et al., 
2014; De barros et al., 2011). La degradación de los 
ésteres de forbol ocurre por actividad sinérgica en-
tre las enzimas que catalizan la despolimerización 
de la lignina (actividad lignocelulósica de xilanasas, 
celulasas extracelulares y manganeso peroxidasa). El 
periodo de degradación de los ésteres de forbol es 15 
a 30 d (Dias et al., 2014; Najjar et al., 2014). Esta 
actividad enzimática la presentan bacterias del ru-
men (Hazlewood y Teather, 1988; Dehority, 2003; 
Cobos et al., 2011), pero el tiempo de incubación 
debe ser mayor a 15 d para observar su efecto. 
	 El pH en T1 fue mayor (p0.05) que en T2 a las 
72 h, sin diferencias entre los tratamientos (p0.05) 
en las demás horas (Cuadro 1). En ambos tratamien-
tos el pH fue menor a 6.0, lo cual indica que las bac-
terias, que producen AGV o ácidos orgánicos, estu-
vieron activas (Scandolo et al., 2007) y se adaptaron 
al medio ácido. Dehority (2003) indica que el pH es 
modificado por los ácidos orgánicos producidos du-
rante la fermentación; sin embargo, la actividad bac-
teriana se afecta cuando el pH del medio es menor 

was 78.6 % and increased to 86 % when pre-heated. 
In our study the phorbol esters degradation was 
not evaluated, so it is not possible to assure that the 
bacteria will degrade it. The degradation of phorbol 
esters by Pleurotus ostreatus, B. adusta, Ganoderma 
recinaceum and P. rufa fungi has been documented 
(Dias et al., 2014; Barros et al., 2011). Phorbol esters 
degradation occurs due to the synergetic action of 
the enzymes that catalyze the depolymerization of 
lignin (xylanases lignocellulosic activity, extracellular 
cellulases and manganese peroxidase). The phorbol 
esters degradation period is 15 to 30 d (Dias et al., 
2014; Najjar et al., 2014.). This enzymatic activity 
is present in the rumen bacteria (Hazlewood and 
Teather, 1988; Dehority, 2003; Cobos et al., 2011); 
but the incubation period must be more of than 15 d 
in order to observe its effect.
 	 The pH in T1 was higher (p0.05) than in T2 
at 72 h, without difference between treatments 
(p0.05) in the other hours (Table 1). In both 
treatments pH was lower than 6.0 which indicate 
that bacteria producing VFA or organic acids, 
were active (Scandolo et al., 2007) and adapted to 
the acid medium. Dehority (2003) indicate that 
the pH is modified by the organic acids produced 
during fermentation; nevertheless, bacterial activity 
is affected when the medium pH is lower than 
6.0, mainly that of those bacteria using structural 
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de 6.0, principalmente la de las bacterias que usan 
carbohidratos estructurales (Reynolds et al., 1993). El 
pH en sistemas abiertos, como el rumen, puede ser 
menor a 6.0 por la acumulación de ácido láctico y 
esto ocurre cuando la dieta es rica en carbohidratos 
que se fermentan fácilmente, o es deficiente en fibra 
(Owens, 1998). Sin embargo en estudios in vitro, que 
son sistemas cerrados, la acumulación de los ácidos 
orgánicos en el medio afecta más el pH porque no 
hay flujo hacia otro sistema, lo que pudo ocasionar 
el pH menor de 6.0 en nuestro estudio. Martínez et 
al. (2006) señalan que el contenido de almidón en la 
pasta de J. curcas desgrasada es 112 g kg1 MS, que es 
bajo respecto al contenido del grano de maíz. Al res-
pecto, Alfaro et al. (2009) reportan un contenido de 
almidón de 16 híbridos de maíz amarillo, entre 650 y 
756 g kg1 MS (711 g kg1 MS en promedio). 

Recuento de bacterias totales

	 La cuenta inicial de bacterias inoculadas (LFR y 
BRUpj) a los medios fue 104 mL1 de medio de cul-
tivo, lo cual se obtuvo en la prueba para medir desde 
DivMS de la pasta. La cuenta de bacterias totales a 
las 24 y 48 h fue mayor (p0.05) en T1 que en T2, 
pero a las 96 h fue mayor (p0.05) en T2 (4.06) 
(Cuadro 2). La cuenta de bacterias totales no aumen-
tó durante el periodo de incubación y fue menor a 
la reportada en el rumen  (1010 a 1012 bacteria mL1) 
por Dehority (2003). El pH menor a 6.0 en ambos 
tratamientos pudo afectar el crecimiento, ya que en 
F. succinogenes, R. flavefaciens y R. albus reducen su 
crecimiento cuando el pH del medio es menor a 6.2 
(Reynolds et al., 1993; Dehority, 2003).
	 Aunque se observó heterofermentación de las 
bacterias de LRF y BRUpj, el crecimiento expo-
nencial fue 3.0 a 3.5 h1. Ésto es lento, comparado 
con 1.5 h1 obtenido por Kunene et al. (2000) y 
Ley de Coss et al. (2013), quienes usaron un medio 
a base de D()glucosa y condiciones similares 
de cultivo; además, la tasa de generación fue 1.36 
y 1.09 h con LRF y BRUpj, respectivamente. Lo 
anterior también es lento comparado con bacterias 
del rumen, cuya tasa de generación es de 15 a 30 
min. El crecimiento exponencial y la tasa de ge-
neración pudieron afectarse por el pH menor de 
6.0 y la concentración inicial baja de bacterias ino-
culadas al medio (104). La población de bacterias 
disminuyó desde las 72 h en T1 y en T2 aumentó a 

carbohydrates (Reynolds et al., 1993). The pH in 
open systems, such as the rumen, may be less than 
6.0 due to lactic acid accumulation. This occurs 
when the diet is rich in carbohydrates (which are 
easily fermented) or fiber deficient (Owens, 1998). 
Nevertheless in in vitro studies, which are closed 
systems, the accumulation of organic acids in the 
media affects the pH because there is no flow to 
another system, which could cause the lower than 6 
pH value obtained in our study. Martinez et al. (2006) 
point out that the starch content in J. curcas defatted 
pulp is 112 g kg1 DM, which is low compared to the 
content in corn. Thereon, Alfaro et al. (2009) report 
that starch content of 16 yellow corn hybrids ranges 
between 650 and 756 g kg1 DM (711 g kg1 mean 
DM).

Total bacterial count
 
	 The initial count of inoculated bacteria (FRF 
and RBUpj) to the medium was of 104 mL1 of 
culture medium, which was obtained in the test to 
measure the DMivD of the pulp. The account of 
total bacteria at 24 h and 48 h was higher (p0.05) 
in T1 than in T2, but was higher at 96 h (p0.05) in 
T2 (4.06) (Table 2). The total bacterial count did not 
increase during the incubation period, and was lower 
than that reported in the rumen (1010 to 1012 bacteria 
mL1) by Dehority (2003). The lower than 6.0 pH 
value in both treatments may affect growth, since 
in F. succinogenes, R. flavefaciens and R. albus reduce 
their growing rate when their media pH is lower than 
6.2 (Reynolds et al., 1993; Dehority, 2003).
	 Although hetero-fermentation of the FRF and 
RBUpj bacteria was observed, the exponential 
growth was 3 to 3.5 h1. This is slow when compared 
to 1.5 h1 obtained by Kunene et al. (2000) and Ley 
de Coss et al. (2013). They used a medium based 
on D()glucose and similar crop conditions; 
in addition, generation rate was 1.36 and 1.09 h 
with FRF and RBUpj, respectively. This is also slow 
compared to rumen bacteria, whose generation 
rate is between 15 and 30 min. The exponential 
growth and the generation rate could have been 
affected by the lower than 6 pH and the low initial 
concentration of bacteria in the inoculum (104). The 
population of bacteria decreased from 72 h at T1 and 
increased in T2 at 96 h, indicating that the RBUpj 
consortium adapted better to the environment.
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Cuadro 2. Concentración de bacterias totales (104) en las fermentaciones in vitro de la materia seca 
de la pasta de Jatropha curcas.

Table 2.	Total bacteria concentration (104) in in vitro fermentation of dry matter of Jatropha curcas 
pulp.

Tratamiento
Tiempo de incubación (h)

3 6 12 24 48 72 96

T1 5.00 8.33 5.60 6.20a 4.66a 2.20 1.60b
T2 5.20 9.86 3.40 3.60b 3.00b 3.53 4.06a

EEM 1.92 4.97 2.20 4.8 8.6 1.04 9.86

T1: inóculo de LRF; T2: inóculo de BRUpj. a b Promedios con letra diferente en una columna son esta-
dísticamente diferentes (Tukey, p0.05). EEM: error estándar de la media  T1: inoculum of FRF; T2: 
RBUpj inoculum. a b Means with different letter in a column are statistically different (Tukey; p0.05); 
EEM: standard error of the mean.

las 96 h; esto indica que el consorcio de BRUpj se 
adaptó mejor al medio.

Concentración de ácidos grasos 
volátiles (AGV)

	 La concentración de ácido propiónico, butírico 
y AGV totales no fue diferente (p0.05) en las ho-
ras de muestreo (Cuadro 3). La concentración de 
ácido acético fue mayor (p0.05) en T1 a las 3, 6 y 
12 h de incubación. La proporción normal de AGV 
producidos en el rumen con dietas óptimas que 
contienen menos de 40 % de carbohidratos solu-
bles es: 60 a 65 % acético, 25 % propiónico, y 10 a 
15 % butírico (Cobos, 2007). La proporción de AGV 
calculada en nuestro estudio indica que la concentra-
ción de ácido acético fue menor al valor normal, y la 
proporción de propiónico y butírico es similar a la 
del rumen en condiciones normales de alimentación 
(Dehority, 2003). Esto indica que en ambos trata-
mientos hubo actividad heterofermentativa.

Concentración de nitrógeno amoniacal

	 La concentración de NH4 de las fermentacio-
nes in vitro fue mayor (p0.05) en T2, en todos los 
tiempos de incubación (Cuadro 4). Esto indica que el 
consorcio de bacterias desarrollado en el medio selec-
tivo con pasta de J. curcas, se adaptó mejor a sus con-
diciones y mostró actividad proteolítica mayor por 
el sinergismo que pudiera existir. En algunos casos 
hasta 90 % de la variación en la actividad proteolítica 
entre cepas se asoció con el sustrato disponible (Cotta 

 Volatile fatty acids concentration (VFA)
 
	 The concentration of propionic acid, butyric 
acid and total VFA had no difference (p0.05) 
during the sampling hours (Table 3). The acetic acid 
concentration was higher (p0.05) in T1 at 3, 6 and 
12 h of incubation. The normal VFA proportion 
produced in the rumen with optimal diets that 
contain less than 40 % soluble carbohydrates 
is: 60 to 65 % acetic, 25 % propionic and 10 to 
15 % butyric (Cobos, 2007). The proportion of 
VFA calculated in our research indicate that the 
acetic acid concentration was lower than the normal 
value, and the proportion of propionic acid and 
butyric acid is similar to that of a rumen under 
normal feeding conditions (Dehority, 2003). This 
indicates that in both treatments there was hetero-
fermentative activity.
 

Ammonium nitrogen concentration
 
	 The concentration of NH4 in in vitro 
fermentations was higher (p0.05) in T2 at all 
incubation periods (Table 4). This indicates that 
the bacteria consortium developed in the selective 
medium with J. curcas pulp was better adapted 
to the conditions and showed higher proteolytic 
activity given by the synergy that may exist. In 
some cases up to 90 % of the variation in the 
proteolytic activity between strains was associated 
with the available substrate (Cotta and Hespell, 
1986); besides, cooperation between species has 
shown more activity. Wallace (1985) observed that 
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Cuadro 3. 	Concentración ácidos grasos volátiles (mMol L1) en las fermentaciones in vitro de la 
materia seca de la pasta de Jatropha curcas.

Table 3. Volatile fatty acids concentration (mMol L1) in the in vitro fermentations of the dry matter 
of Jatropha curcas’s pulp.

Tratamiento
Tiempo de incubación (h)

3 6 12 24 48 72 96

Acético
T1 52.91a 55.30a 57.80a 55.42 57.92 60.54 58.07
T2 48.37b 48.40b 48.43b 48.46 43.13 45.62 45.65

EEM 2.33 2.47 2.61 40.85 78.95 112.26 91.00

Propiónico
T1 22.38 22.40 22.40 22.88 21.35 21.36 21.37
T2 27.24 31.72 31.66 31.74 31.75 28.20 28.21

EEM 19.58 31.67 31.66 29.63 31.51 48.23 48.25

Butírico
T1 9.99 10.02 10.04 10.21 10.34 9.73 9.74
T2 10.67 10.63 10.47 10.53 10.57 10.63 10.68

EEM 0.09 1.03 1.29 1.44 1.91 1.62 1.64

AGV total
T1 85.30 87.71 90.25 88.51 89.50 91.73 89.30
T2 86.18 90.75 90.97 90.73 85.46 84.46 84.55

EEM 34.22 42.85 43.99 67.90 70.03 31.22 16.76

T1: inóculo de líquido ruminal fresco; T2: inóculo de bacterias ruminales utilizadoras de pasta de J. 
curcas. a  b Promedios con letra diferente en una columna son estadísticamente diferentes (Tukey; 
p0.05). EEM: error estándar de la media  T1: fresh ruminal innoculum fluid; T2: inoculum of ru-
men bacteria utilizing J. curcas pulp. a b Means with different letter in a column are statistically different 
(Tukey; p0.05); EEM: standard error of the mean.

y Hespell, 1986); además, la cooperación entre espe-
cies ha mostrado actividad mayor. Wallace (1985) 
observó que Butyrivibrio fibrisolvens, Selenomonas 
ruminantium y Streptococcus bovis crecieron mejor en 
pares cuando el medio de cultivo tenía caseína como 
única fuete de nitrógeno; esta respuesta indicó que 
bacterias con actividad proteolítica pueden cooperar 
a su incremento. Según Dehority (2003), las especies 
bacterianas ruminales con actividad proteolítica ma-
yor son Ruminobacter amylophilus, Prevotella rumini-
cola, S. ruminantium, B. fibrisolvens y S. bovis; donde 
los productos primarios son aminoácidos y peptidos, 
y P. ruminicola es la productora mayor de NH3. 

Conclusiones

	 Las bacterias en el líquido ruminal fresco crecen 
y mantienen actividad fermentativa en substrato de 
pasta de J. curcas sin detoxificar. Las bacterias del 

Butyrivibrio fibrisolvens, Selenomonas ruminantium 
and Streptococcus bovis grew better in pairs when 
the culture medium had casein as the sole nitrogen 
source. This response indicated that bacteria with 
proteolytic activity can cooperate to its increase. 
According to Dehority (2003), the rumen bacterial 
species with greater proteolytic activity are: 
Ruminobacter amylophilus, Prevotella ruminicola, S. 
ruminantium, B. fibrisolvens and S. bovis; where the 
primary products are amino acids and peptides, and 
P. ruminicola is the greatest producer of NH3.

Conclusions

	 Bacteria present in fresh ruminal fluid grow 
and maintain fermentative activity in a substrate 
containing J. curcas pulp without detoxification. 
Rumen bacteria retain their metabolic activity in a 
medium with J. curcas as substrate.
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Cuadro 4. 	Concentración (mol mL1) de nitrógeno amoniacal (NH4) en las fermentaciones in vitro 
de la materia seca de la pasta de Jatropha curcas.

Table 4. Concentration (mol mL1) of ammonium nitrogen (NH4) on in vitro fermentations of dry 
matter of Jatropha curcas pulp.

Tratamiento
Tiempo de incubación (h)

3 6 12 24 48 72 96

1 48.84b 53.23b 73.28b 73.32b 72.42b 65.55b 66.59b
2 82.67a 87.68a 127.03a 127.04a 127.05a 111.03a 107.03a

EEM 127.89 41.73 158.27 158.31 147.70 474.16 152.03

T1: inóculo de líquido ruminal fresco; T2: inóculo de bacterias ruminales utilizadoras de pasta de J. 
curcas. a  b Promedios con letra diferente en una columna son estadísticamente diferentes (Tukey; 
p0.05). EEM: error estándar de la media  T1: fresh ruminal innoculum fluid; T2: inoculum of ru-
men bacteria utilizing J. curcas pulp. a b Means with different letter in a column are statistically different 
(Tukey; p0.05); EEM: standard error of the mean.

rumen mantienen su actividad metabólica en un me-
dio con J. curcas como sustrato. 
	 Estudios in vitro para evaluar la degradación de los 
ésteres de forbol en la pasta de J. curcas sin detoxificar 
deben realizarse por su potencial como fuente de pro-
teína en dietas para rumiantes.
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