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Resumen:

El objetivo fue evaluar un método para reducir la tasa de liberacion del nitrato de calcio en
un ambiente de fermentacion ruminal simulado, y determinar su efecto sobre sobre la
degradacion de la materia seca y la produccion de metano. En el experimento in vitro se usé
pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus, Hochst ex Chiov) (KK) como alimento base y la
adicion de nitrato protegido (NP), nitrato libre (NL) y urea (KU) al ambiente de fermentacion.
La cantidad de nitrato adicionado correspondio al 3 % de la materia seca incubada. Los datos
se analizaron con medidas repetidas en el tiempo considerando como efectos fijos el
tratamiento y el tiempo y como factor aleatorio el animal donador del in6culo ruminal.
Después de 24 h de incubacion, el NL y el NP redujeron la degradacion de la materia seca en
11.4y 15 %, respectivamente. La adicion de nitratos redujo significativamente la produccion
de metano. La diferencia en las tasas de produccion de metano expresadas en ml/g de materia
seca degradada entre los tratamientos NL (21.0) y NP (31.2) a las 48 h de incubacién, indican
menor tasa de liberacion del nitrato como consecuencia del método de proteccién empleado.
Los resultados de este ensayo muestran que la inclusion de nitratos protegidos en niveles
correspondientes al 3 % de la materia seca incubada pueden llegar a reducir en un 53 % la
produccién de metano.
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Entre los gases de efecto invernadero (GEI) originados por la actividad humana, el metano
(CHo.) es el gas emitido en mayor cuantia después del dioxido de carbono (COz). Si bien el
CHas permanece en la atmosfera durante un periodo més corto de tiempo y se emite en
cantidades menores, su potencial de calentamiento global es entre 25 a 34 veces mayor que
el del CO,®. Las emisiones de CH. entérico representan el 30 % de las emisiones mundiales
de este gas. Debido a que el CH4 es un contaminante climatico de vida corta, la reduccion de
las emisiones de CH4 entérico pueden ayudar a mitigar el cambio climatico dentro de nuestro
actual tiempo de vida®.

En los rumiantes, la produccion de CH4 ocurre durante la fermentacion entérica de la materia
orgénica, debido a la necesidad de remover el hidrégeno del rumen para mantener un bajo
potencial redox en el sitio de la fermentacion. El nitrato (NO*"), un aceptor de electrones, se
ha estudiado como una via potencial para direccionar los equivalentes reducidos lejos de la
metanogénesis; presentandose como una ruta disipadora de hidrégenos con utilidad para el
animal y el medio ambiente®. En el rumen el NO*™ es reducido a nitrito (NO?") (NO* +
Hz — NO* + H,0) y éste al ion amonio (NHs") (NO?>™ + 3H2 + 2H" — NH* + 2H,0),
proceso que captura cuatro moles de hidrégeno por mol de NO*" reducido®. La reduccion de
NOs a NO? tiene un AG =-130 kJ y de NO? a NH**, presenta un AG = -371 kJ, los cuales
son energéticamente mas favorables que la produccion de metano (AG= -67 KJ)®. La
reduccion de NO* a NH*" es un paso lento, debido a la baja produccion de la enzima nitrito-
reductasa de los microorganismos ruminales, lo que puede conducir a un aumento en los
nitritos a nivel ruminal. Estos nitritos atraviesan la pared ruminal y pasan a la circulacion
sanguinea uniéndose a la hemoglobina y formando metahemoglobina, afectando el transporte
de oxigeno en la sangre; lo que finalmente podria provocar la muerte por hipoxia®.
Considerando que el suministro del NO*™ puro puede presentar riesgos para la salud del
animal, se han realizado varios trabajos con NO*~ encapsulado para liberarlo lentamente a
los microorganismos ruminales y disminuir su potencial efecto toxico®9. El objetivo de
este trabajo fue evaluar un metodo para reducir la tasa de liberacion del nitrato de calcio en
un ambiente de fermentacion ruminal simulado, y determinando su efecto sobre sobre la
degradacion de la materia seca y la produccion de metano.

El experimento se realizd el laboratorio Nutrilab-Grica en la Sede de Investigacion
Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia - Colombia.
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Una muestra de pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus, Hochst ex Chiov) de 45 dias de rebrote
se colectd en la hacienda “La Montana” localizada en el municipio de San Pedro de los
milagros (Antioquia — Colombia) a una altura de 2,470 msnm y una temperatura media de
16 °C, correspondiendo a una zona de vida Bosque Himedo Montano Bajo.

La muestra de pasto se seco parcialmente en horno de ventilacion forzada a 60 °C por 72 h,
molida a través de un tamiz de 1 mm y almacenada para su posterior analisis quimico. Sobre
la muestra parcialmente seca de pasto se determinaron las concentraciones de materia seca
(MS), proteina cruda (PC) y cenizas“?. Las proporciones de fibra detergente neutro (FDN)
y fibra detergente acido (FDA) se determinaron como describe Van Soest et al*?). El Cuadro
1 presenta la composicion quimica del pasto kikuyo.

Cuadro 1: Composicién quimica del pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus)

Composicién quimica Valor
Materia seca (MS), % 23.5
Proteina cruda, % MS 20.6
Fibra en detergente neutro, % MS 57.2
Fibra en detergente acido, % MS 30.3
Cenizas, % MS 115

La fuente de NO* empleada fue nitrato de calcio (CALCINIT, 15.5-0-0, YARA, Bogota,
Col.). La proteccion del NO* se realizé con el uso de un jabdn, producido artesanalmente a
partir de la saponificacion de un aceite de soya comercial con hidroxido de sodio (NaOH,
Merck N°106462).

Los tratamientos evaluados fueron pasto kikuyo incubado como tratamiento testigo (KK),
pasto kikuyo + nitrato sin proteccion (NL), pasto kikuyo + nitrato protegido (NP) y pasto
Kikuyo + urea (KU). Los tratamientos con NO* se ajustaron para aportar 3 % de nitrato/g
MS incubada. El tratamiento con urea se incluyé como testigo control, para evidenciar el
efecto que tendria la adicion de nitrégeno sobre la degradacion de la materia seca y la
produccion de CHa.

El contenido de nitrégeno presente en los aditivos se determiné por el método Kjeldahl®?:;
para urea 48.1, nitrato sin proteccién 13.0 y nitrato protegido 3.9.

El liquido ruminal para la incubacion in vitro se obtuvo de tres vacas Holstein adultas no
lactantes, provistas de canula ruminal de una etapa descrito por Castillo y Hernandez*?. Los
animales donadores se manejaron en un sistema de pastoreo rotacional con pasto kikuyo,
libre acceso a agua fresca y suplemento mineral. El liquido ruminal se colecto en horas de la
mafiana (0600) y se transportd al laboratorio en recipientes térmicos previamente
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climatizados con agua a 39 °C. El liquido ruminal fue gaseado con CO; y filtrado a traves de

cuatro capas de algodén y conservado en un bafio maria a 39 °C para el proceso de
inoculacion.

Un dia antes del inicio del experimento, una solucion buffer se prepard de acuerdo con lo
descrito por McDougall*, Esta solucion se mezclé con cada uno de los indculos colectados
en una proporcion 9:1 (buffer: indculo). Una muestra de 0.5 g de pasto kikuyo y los aditivos
a evaluar se pesaron y dispuestos en frascos de vidrio con capacidad de 100 ml.
Posteriormente, un volumen de 50 ml de la solucion buffer-indculo se adiciond a cada frasco;
durante el proceso continuamente se gase6 con CO, para garantizar condiciones de
anaerobiosis y se procedié a su sellado con tapones de caucho. Los frascos sellados se
mantuvieron en estufa de ventilacion forzada a 39 °C y se retiraron del proceso de incubacion
en los horarios de 24 y 48 h posteriores a la incubacion para determinar la degradacion de la
MS y la produccion de CHa.

En total se incubaron 60 frascos: 48 frascos con sustrato e inoculo (4 tratamientos * 3
repeticiones/ tratamiento * 2 horarios de lectura * 2 replicas/ horario) y 12 frascos
correspondientes a los blancos (2 horarios de lectura* 3 indculos * 2 blancos por horario).
Los blancos son frascos con solucion buffer e inoculo sin sustrato ni aditivo, cuya funcion es
corregir la produccion de gases y degradacion de la MS generado por el in6culo.

La produccion total de gases se midio a las 24 y 48 h de incubacién a través de la medicion
de la presion generada en cada frasco con el uso de un transductor digital (Ashcroft 2089QG-
Precision Digital Test Gauges, USA) descrito por Posada et al*®. Posterior a la medicion se
tomo una muestra de gas para determinar la concentracion de gas CHa. Se utiliz6 una valvula
de tres salidas. La primera salida se conectd a una aguja (0.6 mm), la segunda conectada al
transductor de presion y la tercera a una jeringa plastica que sirvi6 para la extraccion de la
muestra de gas. La aguja acoplada a la valvula se inserté a través de la tapa de caucho para
la medicién de la presion, y posteriormente los gases acumulados en la parte superior del
frasco se retiraron con el uso de la jeringa hasta el punto de que la presion registrada en el
transductor alcanzd el valor de cero. El gas colectado en la jeringa se almaceno en bolsas de
poliolefina coextruida tipo Clear Flex (Baxter, USA). Luego de finalizar la toma de muestras,
se procedid con la medicion de las concentraciones de CH4 por cromatografia gaseosa. Una
submuestra de 100 ul de gas se tomo de cada bolsa con la ayuda de una jeringa para ser
inyectada en un cromatografo de gases Thermo Trace GC Ultra (Thermo Scientific, USA).
La produccion de CHa se establecio como el producto del volumen total de gas registrado en
el tiempo de incubacion (24 y 48 h) y la concentracién de CH4 determinada en la muestra por
cromatografia de gases.
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Después del muestreo de gas en cada horario de medicion se abrieron los frascos para medir
la materia seca degradada (MSD), determinada por diferencia de peso entre la MS incubada
(MSI) y el residuo después de su incubacion. Para determinar la MSD por gravimetria, el
contenido de cada frasco se filtro a través de crisoles de vidrio (porosidad 1, 100 - 160 pm)
con ayuda de una bomba de vacio. El conjunto crisol-residuo se seco en estufa de ventilacion
forzada a 60 °C por 48 h y posteriormente pesado. Luego de descontar el peso del crisol se
obtuvo el valor de la MS degradada como la diferencia entre la MS del residuo y la MS del
blanco, todo esto dividido entre el valor de la MS inicialmente incubada®®. La fraccion
liquida de cada frasco de incubacion se preservo con la adicion de acido sulfarico (98 % v/v)
gota a gota hasta lograr un pH promedio de 2; cada muestra se centrifugé a 4,000 rpm por 10
min y finalmente se tomo una submuestra de 1.5 ml de sobrenadante para la medicion de los
acidos grasos volatiles (AGV), (acético, propionico y butirico), por cromatografia gaseosa.
La fraccidn liquida restante se utilizé para determinar las concentraciones de nitrégeno
amoniacal (N-NH3) por el método de Kjeldahl®?.

El efecto de los tratamientos sobre la produccién de gases, CHs y degradacién de la MS se
analizaron con un modelo de medidas repetidas en el tiempo, usando el procedimiento PROC
MIXED de SAS®® donde los efectos fijos correspondieron al tratamiento y el tiempo
(horarios), y el efecto aleatorio a la fuente de in6culo ruminal (animal). La comparacién de
medias se realiz6 con la prueba Tukey - Kramer (P<0.05). Las diferencias entre tratamientos
con respecto a la produccién de AGV y N-NHs a las 24 h se midieron con un modelo
completamente aleatorizado, empleando el procedimiento GLM de SAS®®. Las diferencias
entre medias se determinaron con la prueba de comparaciones multiples de Duncan (P<0.05).

El efecto del NOs™ sobre la MSD, produccién de gases y produccion de CHy in vitro en los
intervalos de medicion de 0 a 24 h y 0 a 48 h se presentan en el Cuadro 2. Los tratamientos
con NO*™ presentaron una reduccion en la degradacion de la MS a las 24 h de incubacion. El
NP provocé una reduccion en la DMS del 24 % en tanto que la reduccion ocasionada por el
NL fue del 18 % cuando comparados con el tratamiento control (KK). A las 48 h de
incubacidn no se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05) entre tratamientos. Cuando la
DMS se expresO en términos porcentuales, claramente los tratamientos que incluyeron
nitratos presentan menores degradaciones a las 24 y 48 h de incubacion (P<0.01) que el
tratamiento KK. La comparacion en los tratamientos KU y KK, evidencia que la adicién de
urea al ambiente de fermentacién no tuvo efecto sobre DMS y la produccién de CHa,
indicando que el aporte de nitrégeno en el tratamiento control (KK) fue el suficiente para
mantener la actividad microbiana durante el proceso de incubacion.
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Cuadro 2: Efecto del nitrato con y sin proteccion sobre la produccion total de gas,
produccion de metano y la materia seca degradada (MSD) en dos horarios de fermentacion

in vitro
Variable Horario Tratamientos Efectos
KK NL NP KU T Ti TxTi
a bc c ab
MSD, g 0a24h 0.266% 0.218° 0.202° 0.248 001 001 0.03

0a48h 0.271 0.27 0267 0.30
0a24h 555% 492 47.0° 56.1°
0a48h 64.6°® 585" 605" 67.92
Produccion de 0a24h 46.90 352% 234> 45712
gas, ml 0a48h 8428 57.1° 60.1° 84.4°
Produccion de 0a24h 177.8* 161.0* 115.3° 181.5°
gas, ml/gde MSD 0a48h 313.8% 211.2° 225.6° 279.7%®
0a24h 82¢@ 26° 16° 7.8
0a48h 17.7¢ 57° 83"  16.35°
Metano, ml/100 0a24h 175 74> 68> 17.22

MSD, % 0.01 0.01 0.33
0.01 0.01 o0.01
0.01 0.01 o0.01
Metano, ml 0.01 0.01 0.01

0.01 0.01 0.05

ml de gas 0a48h 21.0° 9.7° 138" 19.4°
Metano, ml/gde 0a24h 30.9* 12.0° 7.8> 31.22
MSD 0a48h 66.0° 21.0° 31.2° 5422 001 001 001

KK= kikuyo (Cenchrus clandestinus); NL= kikuyo + nitrato libre; NP= kikuyo + nitrato protegido; KU=
kikuyo + urea; T= efecto del tratamiento; Ti= efecto del horario de incubacién; TxTi= efecto de la interaccion
entre el tratamiento y el horario de incubacién.
abe Medias de tratamientos con diferente letra en la misma fila presentan diferencias (P<0.05).

La produccion total de gas se redujo significativamente (P<0.001) con el tratamiento NP a
las 24 h de incubacion, en comparacion con los tratamientos KK y KU. Transcurridas 48 h
de incubacion in vitro, los tratamientos NP y NL disminuyeron en promedio un 30 % la
produccion total de gas con relacion a los tratamientos KK y KU (P<0.05). Cuando se
expreso el volumen de gas en ml/g MSD, el tratamiento NP produjo un 35 % y 28 % menos
de gas que el KK durante las 24 y 48 h in vitro.

Los tratamientos NL y NP redujeron en 68 y 80 % la produccion total de CH4 con respecto
al KK (P<0.05) a las 24 h. Finalizadas las 48 h el tratamiento NL mantiene un 68 % de
reduccion en el volumen de CH4 y NP alcanza una disminucion del 53 % con respecto al
tratamiento KK.

El Cuadro 3, se presenta el efecto de la adicion de NO3z™ protegido y sin proteccion sobre la
produccion de AGV vy nitrégeno amoniacal (N-NHs) en un sistema de fermentacion in vitro.
La produccion de AGV y N-NHj3 no fue afectada por la adicion de NO*~ o urea al ambiente
de fermentacién (P>0.05).
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Cuadro 3: Efecto del nitrato con y sin proteccién sobre la produccion de acidos grasos
volatiles y nitrogeno amoniacal (N-NHs) a las 24 horas de fermentacion in vitro
Tratamientos

Variables KK NL NP KU Valor de P
Acético, mmol/L 62.9 58.9 76.7 98.2 0.29
Propidnico, mmol/L 16.9 14.5 12.3 20.3 0.44
Butirico, mmol/L 8.5 1.7 7.1 8.5 0.20
N-NH3s, mg/L 14.0 10.5 10.5 11.7 0.69

KK= kikuyo (Cenchrus clandestinus); NL= kikuyo + nitrato libre; NP= kikuyo + nitrato protegido; KU=
kikuyo + urea.

La disminucion en la MSD presentada con el NP pudo ser consecuencia del jabon empleado
para la proteccion. Existen evidencias de que el jabdn de soya presenta una alta disociacion
en medios con pH cercanos a 6.5(19). Esta caracteristica del jabon de soya quiza podria
producir un incremento en el contenido de &cidos grasos poliinsaturados, lo cuales deprimen
significativamente la digestibilidad de la pared celular®”. De haberse presentado una alta
disociacion del jabon, se favorece la velocidad de liberacion del NO*, lo que también pudo
disminuir la MSD. Por lo tanto, con el NP se pudo presentar un efecto aditivo de los acidos
grasos insaturados y el NO? en la reduccion de la MSD. Por otra parte, en los tratamientos
NL y NP se pudo reducir la MSD por el efecto toxico de los nitritos (NO?), los cuales generan
la inhibicién del crecimiento y la abundancia de metandgenos y otras bacterias importantes
como F. succinogenes y R. flavefaciens en la degradacion de la materia seca en rumen(8:19),

La mitigacion en la produccion de CH4 por la inclusion de NO* in vitro ha sido reportada
previamente®2021), En el presente estudio, la utilizacion de una dosis del 3 % de NO*, con
el tratamiento de NL, redujo en 68 % la produccion de CH4 /g MSD durante las 48 h de
incubacidn. La reduccion observada con NL en la produccion de CH4 pudo deberse a la alta
capacidad reductora del NO* en medio anaerobio®?), EI NO* se comporta como un
sumidero alternativo de hidrégeno en rumen, a través de su reduccién hasta NH4", proceso
energéticamente mas favorable (AG=-501 kJ) que la reduccion de CO, a CH4 (AG= -67
KJ)®). Ademas, el NO*, proveniente de la reduccion del NO*~ pudo haber ejercido un efecto
toxico sobre la poblacion de metandgenos y algunas bacterias celuloliticas®®?® como se
menciond, lo que pudo favorecer la tendencia en la reduccion de la MSD.

Con el NP se alcanzé un porcentaje de reduccion del 74 % en la produccion de CH4 en ml/g
de MSD, afectando la degradacion de la MS en 21 %, a las 24 h en comparacion con el
tratamiento control (KK). Natael et al®®, evaluando una dosis similar de NP (3 % de la MS
incubada), en una dieta 80:20 (forraje: concentrado) encontraron una reduccion del 10 % en
la produccion de CHa4 durante el mismo tiempo de incubacion, sin afectar la degradacion de
la materia organica incubada. Con una inclusion del 15 % de NP en 24 horas in vitro, Lee et
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al® obtuvieron una reduccion del 45 % en el volumen de CH4 producido con respecto al
control.

El propoésito de usar NP es disminuir la velocidad de disolucion del NO*, para favorecer el
crecimiento de bacterias reductoras de NO* y NO? que aceleren la formacion de NH** @, E|
incremento en este tipo de bacterias favorece la velocidad de reduccion de NO*a NO* y a
su vez de NO* a NH* lo que implicaria una disminucion en el riesgo de toxicidad que
representa el NO? tanto para los microorganismos ruminales como para el animal hospedero.
Tedricamente, la reduccion de 0.015 g de NO* deberia disminuir 5.32 ml de CH4?*?®, pero
con NP se obtuvo una reduccion total de 9.4 ml de CH4, lo que corresponde a un 76 % mas
de lo esperado. Este comportamiento posiblemente se presentd por un efecto factorial de los
acidos grasos poliinsaturados provenientes de la disociacion del jabon y el NO?, proveniente
de la reduccion del NO*, sobre la disminucion en la MSD, lo que finalmente favorecio la
reduccion en la produccion de CHa in vitro. La disociacion del jabon elaborado con aceite de
soya quiza favorecid la reduccion en la produccién de CHas, como lo sucedido en otro
trabajo®®®, donde encontraron una fuerte correlacion entre el alto grado de instauracion del
aceite de soya y la reduccion significativa en el nimero de metandgenos y densidad de
protozoos en rumen. Esta correlacién favorecio la reduccion en la produccion de CHa4 en un
60 % con respecto al control en 36 h in vitro. Machmiiller®” en un andlisis realizado a ocho
experimentos in vitro y cuatro in vivo acerca del potencial de los &cidos grasos de cadena
media sobre la produccion de CHa, reporté una disminucion significativa en el nimero de
metandgenos y una reduccion hasta del 40 % en la liberacion de CH4 con el uso de aceite de
soya.

En el presente trabajo no se observaron diferencias significativas (P>0.05) en el perfil de
fermentacion por el uso de NO*", sin embargo, si se presentd una diferencia numérica del
28 % en la produccion de &cido propionico con el NL y del 40 % con NP, en comparacion
con el tratamiento con urea (Cuadro 3). La adicion de NO* en rumen puede disminuir la
produccion de CHa y a la vez de propionato, ya que, reduce la disponibilidad de hidrégenos,
debido a que muchas bacterias reductoras de NO* pueden usarlos como sustrato®®, por lo
tanto, esto puede generar competencia no solo con la metanogénesis, sino también con la
propiogénesis®. Se ha descrito®® que la inclusion de NO*~ protegido a razén del 3 % de la
MS incubada en una dieta 80:20 (concentrado: forraje) dio una reduccion lineal en la
produccion de acido propionico y un aumento en la de acético. Contrario a esto Lund et al®?,
reportan que la produccion de AGV no se afectd estadisticamente por la adicion de NO*~ en
ninguna de las concentraciones empleadas (6.66, 13.3 y 20 g/kg MS).

La concentracion de N-NHsz a las 24 h de incubacion no presentd variaciones entre
tratamientos. Contrario a lo encontrado en otros estudios®?®, donde las dietas con urea
presentaron un incremento en la concentracion de N-NHsz en comparacion con los
tratamientos que contenian NL y NP. La razén para que el tratamiento KU no presenta un
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aumento significativo en la concentracion de NHg, transcurridas 24 h, puede ser debido a que
aungue la urea es una fuente de nitrogeno altamente disponible, ésta se hidroliza rapidamente
a NHs y es utilizada por los microorganismos ruminales para su crecimiento y desarrollo
durante las tres primeras horas de incubacion®V, disminuyendo asi los niveles de NHs e
incrementando posiblemente la poblacion bacteriana y la actividad fermentativa,
comportamiento que coincide con el aumento en la MSD observado con el tratamiento KU.
El hecho de que no se presentaran diferencias en la concentracién de N-NHsz entre los
tratamientos NL y NP con respecto al control puede ser por el tipo de metabolismo presentado
por el NO*~. En el rumen el NO* se metaboliza principalmente por reduccion asimilatoria
hasta NHz pero dependiendo del equilibrio de las actividades enzimaticas, se puede formar
oxido nitroso (N20) a traves de la desnitrificacion. Debido a que el in6culo ruminal utilizado
en el actual estudio se obtuvo de animales no adaptados al NO*", es posible que el NO*™ se
haya acumulado en el sistema y en lugar de reducirse a NHz se haya desviado a la via de
denitrificacion, convirtiendo NO?>  a NO, principal fuente de N2O en condiciones
anaerdbicas®?. Con una inclusion de 2 'y 2.5 % de NO®* en el total de la MS incubada por 24
h, Welty et al®®, observaron que el NO*" tuvo un efecto minimo sobre la concentracion de
NHs, el cual solo registré un incremento significativo una hora después de iniciar el ensayo
in vitro, y el resto del tiempo los valores descendieron y permanecieron bajos durante la
incubacion.

Los resultados de este ensayo in vitro muestran que la inclusion de nitratos protegidos en
niveles correspondientes al 3 % de la materia seca incubada pueden llegar a reducir en un
53 % la produccion de metano después de 48 h de incubacion in vitro. El uso de jabones con
aceite de soya como método de proteccion del nitrato debe ser considerado con mas detalle,
una vez que la disociacién del jabon en pH cercanos a 6.5, favorece la liberacion de acidos
grasos insaturados, pudiendo alterar la dinamica de fermentacién y degradacion del alimento
en el rumen.
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