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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de niveles crecientes de nitrato de calcio sobre la
degradacién de la materia seca y la produccion de metano in vitro. Los tratamientos consistieron en la
incubacion de 500 mg de pasto Kikuyo con cuatro niveles de nitrato de calcio (CaNO,) : 0, 3,6 y 9%
con base en la materia seca incubada. Las variables evaluadas fueron producciéon acumulada de gases,
degradacion aparente de la materia seca, produccion de acidos grasos volatiles, produccion de metano
y concentracion de nitrogeno amoniacal. El efecto de los nitratos sobre las variables evaluadas se
determind mediante un analisis de medidas repetidas en el tiempo, considerando un modelo mixto,
donde los horarios de incubacion y los niveles de nitrato fueron efectos fijos y los animales donadores
de indculo se describieron como un efecto aleatorio.

Con 24 horas de incubacion, la adicion del 6% de nitrato de calcio redujo en un 32% la produccion
total de gases de la fermentacion, en un 17% la degradacion de la materia seca y en un 49% la
produccion de metano con respecto al tratamiento sin nitrato. Las concentraciones de propionato
butirato y acetato se redujeron al incrementar el porcentaje de nitrato en el ambiente de fermentacion.
En este experimento niveles de inclusion de nitrato de calcio superiores al 3% redujeron
significativamente la degradacion de la materia seca.
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Effect of different levels of calcium nitrate on dry matter degradation and
methane production in an in vitrorumen fermentation of Kikuyu grass

Abstract

The aim of this study was to determine the effect of increasing levels of calcium nitrate on the in vitro
dry matter degradation of Kikuyu grass and on methane production. Treatments consisted of
incubating 500 mg of Kikuyu grass (Cenchrus clandestinus Chiov Hochst Ex..) with four levels of
calcium nitrate (CaNO,): 0, 3, 6 and 9% (dry matter basis). The variables analyzed were cumulative
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gas production, dry matter degradation, methane production and concentration of ammonia and
volatile fatty acids. A repeated measures analysis was conducted considering a mixed model, where
incubation times and nitrate levels were fixed effects and animal inoculum donors were described as a
random effect. With 24 hours of incubation, the addition of 6% calcium nitrate reduced the total gas
production (32%), dry matter degradation (17% ) and methane production (49%). Concentrations of
butyrate, propionate and acetate decreased with increasing the nitrate in the fermentation médium. In
this experiment, calcium nitrate above 3% significantly reduced the dry matter degradation.
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Introduccion

Los rumiantes producen cerca de 80 millones de toneladas de metano (CH,) anualmente, cantidad
equivalente al 28% de las emisiones antropogénicas de este gas (Leng 2008). E1 CH, es producido
durante la degradacion ruminal de carbohidratos y proteinas para producir hidrogeno (H,), dioxido de
carbono (CO,), 4cidos grasos volatiles (AGV) y biomasa microbiana. Este proceso fermentativo
resulta en una produccion elevada de H, que necesita ser removido para que el proceso de
fermentacion y el crecimiento microbiano continiie de manera eficiente (Imming 1996).

Gran parte del H, producido en el rumen es removido en forma de CH, por las bacterias
metanogénicas. Estas bacterias reducen el CO, a CH, con ayuda de agentes reductores como la
nicotinamida adenina dinucledtido (NADH) (Beauchemin et al 2008). El CH, resultante a partir de la
metanogénesis representa una perdida energética para el animal (Johnson and Johnson, 1995) y se
convierte en un problema ambiental por ser un gas con significativo efecto invernadero.

Aceptores de H, diferentes al CO, han sido propuestos como estrategia para disminuir la sintesis
ruminal de CH,. Estas sustancias incluyen 4cidos organicos como el fumarato, que a nivel ruminal es
reducido a 4cido succinico, proceso que consume iones de H, en la via de sintesis de propionato; los
sulfatos que son reducidos y utilizados por bacterias sulfato reductoras como aceptores de electrones
obteniendo como producto final sulfuro de hidrogeno (H,S) y finalmente, los nitratos, que pueden
remplazar al CO, como aceptor de electrones y generar productos reducidos (amonio) diferentes al
CH, (Leng, 2008). Sin embargo, la utilizaciéon de nitratos como fuente de nitrogeno en dietas para
rumiantes es limitada, dado que en su proceso de reduccion se forman nitritos, que al ser absorbidos a
través del epitelio ruminal, pasan a sangre donde se unen a la hemoglobina y generan la condicion
conocida como metahemoglobinemia, que en algunos casos puede llegar a ser letal.

La dosis minima letal de nitratos para rumiantes no puede ser facilmente definida debido a que esta
depende de variables como la composicion de la dieta, consumo y método de administracion
(Alaboudi 1985). Las dosis téxicas para rumiantes varian entre 198 y 998 mg de nitrato /kg de peso
vivo (Leng 2008). Sin embrago, los efectos negativos de los nitratos pueden ser reducidos a través de
la adaptacion gradual de los animales al consumo de esta fuente de nitrogeno y contribuir de esta
manera a reducir las emisiones de gases de efecto invernadero.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de niveles crecientes de nitrato de calcio sobre la
degradacion de la materia seca y la produccion de metano in vitro.



Materiales y métodos

Localizacion y tratamientos

El experimento se realiz6 en el laboratorio de nutricion animal NutriLab — GRICA, de la Universidad
de Antioquia. Los tratamientos consistieron en la incubacion de 500 mg de pasto Kikuyo (Cenchrus
clandestinus Hochst. Ex Chiov.) con cuatro niveles de nitrato de calcio (CaNO,) : 0, 3, 6 y 9% con
base en la materia seca incubada.

Analisis realizados sobre el forraje

Sobre la muestra de forraje fueron determinadas las concentraciones de cenizas por incineracion
completa en mufla a 550° C, proteina cruda (PC) (N x 6.25) siguiendo el método de Kjeldahl, materia
seca (MS) por secado de la muestra en estufa de ventilacion forzada CITATION AOA90 \l 1034
(AOAC, 1990) fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) de acuerdo con el
método propuesto por Van Soest et al (1991).

Técnica in vitro de produccion de gases (TPG)

Se utiliz6 la técnica in vitro de produccion de gases como descrito por Posada y Noguera (2005). La
muestra de forraje verde fue secada en horno y molida a través de criba de 1 mm. En frascos
individuales con capacidad de 100 ml se pesaron 500 mg de forraje seco para su posterior incubacion.
El inéculo ruminal se obtuvo de tres vacas Holstein canuladas, las cuales se manejan en un sistema de
pastoreo rotacional con pasto Kikuyo y se suplementaban con 1 kg de concentrado/dia. Las muestras
de digesta, tomadas directamente del rumen a las 0600 h de la mafiana, se exprimieron y almacenaron
en frascos térmicos a 39° C para su posterior transporte al laboratorio. En el laboratorio, el liquido
ruminal de cada animal se filtr6 a través de cuatro capas de gasa, se sumergio en bafio mariaa 39°Cy
continuamente se gase6 con CO, para garantizar condiciones de anaerobiosis.

Con el propoésito de mantener un adecuado valor de pH durante el proceso de fermentacion, se prepard
una solucion como descrito por McDoougall (1948). En cada frasco de fermentacion que contenia la
muestra de forraje y el correspondiente nivel de inclusion de CaNO,, se adicionaron 45 ml de
solucion tamp6n y 5 ml de liquido ruminal. Los frascos fueron gaseados con CO,, sellados con tapas
de caucho e incubados en estufa de ventilacion forzada a 39° C por un periodo de 48 horas. A
intervalos regulares, los frascos fueron agitados simulando la actividad ruminal.

Volumen de gas y analisis quimico

La presion generada por la acumulacion de gas en la parte superior de los frascos de fermentacion se
midio a las 6, 12, 24 y 48 horas después de la inoculacion, con ayuda de un transductor de presion
(Ashcroft 2089QG - Precision Digital Test Gauges, USA). Los datos de presion medidos en libras por
pulgada cuadrada (PSI) fueron transformados en volumen (ml) (Posada, 2006). El volumen total de
gas producido en cada horario de medicion se almaceno en bolsas plasticas con sellado hermético
para su posterior analisis. Una muestra de 100 pl del gas almacenado se tomo6 con ayuda de una
jeringa gas tight (Restek ®, USA) e inyectd en un cromatdgrafo de gases Thermo Trace GC Ultra
(Thermo Scientific, USA) equipado con una columna FAMEWAX (30 m x 0.32 mm x 0.25 pm)
(Restek ®, USA) y un detector de ionizacion de llama (FID). Las temperaturas fueron 100° C en la



columna, 250° C en el inyector y 200° C en el detector. El gas de arrastre fue helio (He) y su tasa de
flujo fue de 25 ml/min. La concentracion de CH, fue calculada por calibracién externa, utilizando
aliquotas de gas CH, de composicion garantizada (99.9% CH,) (Linde S.A, Medellin, Colombia)
(Lopez y Newbold, 2007). Los cromatogramas fueron integrados utilizando el software ChromQuest
version 5.0 (Thermo Scientific, USA).

Para acompanar el proceso de degradacion del sustrato, frascos en los horarios 6, 12, 24 y 48 horas
fueron retirados del proceso de incubacion y filtrados utilizando crisoles de vidrio (porosidad 1, 100 —
160 um). La degradacion de la materia seca (MS) fue calculada por diferencia de peso entre el sustrato
incubado y el residuo, en el respectivo horario de degradacion y expresada como una proporcion de la
MS incubada. Una muestra (30 ml) del medio de incubacion de cada frasco fue tomada y centrifugada
(4000 rpm) por 20 minutos para cuantificar la concentracion de acidos grasos volatiles (AGV)
(acético, propidnico y butirico) por cromatografia gaseosa siguiendo la metodologia descrita por
Madrid et al (1999).

Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los nitratos sobre las variables evaluadas se realiz6 un andlisis de medidas
repetidas en el tiempo, considerando un modelo mixto, donde los horarios de incubacion y los niveles
de nitrato fueron efectos fijos y los animales donadores de indculo se describieron como un efecto
aleatorio (Littell et al 1998). Las medias de tratamientos fueron comparadas con ayuda del
procedimiento LSMEANS de SAS CITATION SAS03 \1 1034 (SAS, 2003).

Resultados

La composicion quimica del forraje evaluado se describe en la Tabla 1. Las concentraciones para los
diferentes constituyentes nutricionales estan dentro de los rangos habitualmente reportados para esta
especie en la zona norte de Antioquia Yy el altiplano cundiboyacence en Colombia (Correa et al 2008).

Tabla 1. Composicidén quimica pasto Kikuyo (Cenclirus
clandestines Hochst. Ex Chiov)) evaluado

Item Concentracion g'kg
MMateria zeca 160
Proteina eruda 200

Fibra detergente nentro 530

fibra detergente acido 260
Hemicelulosa 270
Celulosa 2078
Lignina 5212

Caleio 3.2

Fosforo 43

Las variables, volumen de produccién de gases de la fermentacion (ml/g de MS incubada) y la
degradacion de la MS (% de la MS incubada) no fueron influenciadas por el nivel de nitrato en las
primeras seis horas de incubacién (Tabla 2). Las primeras diferencias entre tratamientos se evidencian
transcurridas 12 horas de incubacion; claramente la adicion de nitrato de calcio redujo la produccion
de gases (p<0.05) aproximadamente en un 36% con respecto al tratamiento sin nitrato. Con 24 y 48



horas de incubacion la produccion acumulada de gases fue equivalente (p>0.05) entre los tratamientos
con 0 y 3% de nitrato y superiores a los registrados para los tratamientos con 6 y 9% de nitrato,
indicando que niveles de inclusion superiores al 6% de nitrato de calcio afectaron significativamente
el proceso fermentativo.

Tabla 2. Produccion acumulada de gases in vifro v degradacion aparente de la MS con diferentes niveles de nitrato a
traves del tiempo.

Nivel de Nitrato! (%) Tiempo de incubacion (h) Volumen de gas (ml) Degradacion de la MS (%)

0 6 238a 234a
3 6 188a 235a
6 6 183a 220a
9 6 23.7a 19.7a
0 12 623a 35la
3 12 4240 30.6 ab
6 12 361b 280b
9 12 394t 27i3b
0 24 1316a 547a
3 24 123.6a 33.1a
6 24 82910 4550
g 24 716b 322c
0 48 209.1a 60.0 a
3 48 2004a 395a
& 48 1739¢% 526b
9 48 1345 ¢ 416¢c

* Latras mintisculas distintas en una misma columna indican diferencias estadisticas entre fratamisnios para un
mismo horario de incubacicn (p<0.03)

La degradacion de la MS fue afectada por el nivel de inclusion de nitrato a partir de las 12 horas de
incubacion in vitro. En este horario, los porcentajes de degradacion de los tratamientos con 6 y 9% de
nitrato, presentaron una significativa reduccion en su degradabilidad con respecto a los tratamientos
con 0y 3% de inclusion (p>0.05). Con 24 y 48 horas de incubacion, la menor degradacion de la MS
se registr6 en el tratamiento con 9% de nitrato, presentando una reduccion del 30.7% en la
degradacioén, con respecto al tratamiento con 0% de nitrato después de 48 horas de incubacion.

Las concentraciones de AGV (mM/I) no difirieron entre tratamientos durante las primeras 6 horas de
incubacion in vitro (Tabla 3). Sin embargo, la produccion acumulada de AGV después de 48 horas de
iniciado el proceso de fermentacion indica que la produccion de acetato y butirato disminuye
sustancialmente (p<0.05) a partir del 6% de inclusion de nitrato de calcio. El aumento en la
participacion del nitrato no tuvo efecto sobre la produccion de propionato y la relacion acetato :
propionato, sin embargo se observd una tendencia a la reduccion de estos parametros con la mayor
participacion del nitrato.



Tabla 3. Produccion de acidos grasos volatiles (AGV) (mM/1) en pasto Kikuvo meubado con
niveles crecientes de nitrato de caleio (Cenchrus clandestinus Hochst. Ex Chiov))

Tiempo . Nivel de inculsuion de nitrato de calcio, (“H'])l
AGY =
(k) 0 3 6 ] ES”
6 Acetato GE.6 g1.6 B2.5 B5.7 3.
Propionato 322 365 359 342 10
Butirato 204 217 212 203 3
Total 1212 1308 1396 1402 47
AP o | 32 23 25 0.1
12 Acetato 109.1 100.6 T0.2 794 o0
Propionato j14a 40.6 ab 324b 38.1ab 4.0
Butirato 256a 2090 179b 2120 16
Total 186.1 162.1 120.3 1387 142
AP 24 P 22 2 0.1
24 Acetato 1228 129.0 139.7 Q7.8 21
Propionato 67a 57.1ab 543 ab 413 b 5.3
Butirata 288a 254 ab 235 be 17:8¢ 23
Total 2256 2115 2173 1569 136
AP 19 23 2 24 0.1
48 Acetato 176.3a 1842 a 1384 ab 1163 b 16.0
Propionato 643 657 585 519 30
Butirato 337a 326a 2680 2490 22
Total 2743 282.5 223.7 1931 22
AP 27 28 24 22 0.1

! tetras minisculas distintas en una misma fila indican diferencias estadisticas significaiivas

entre tratamientos (p<0.0]) para un mismo horario de incubacion.

2 ES = arror estandar

3 AP = relacion acetaio - propionaio
Diferencias en la produccion de metano (CH,) solo fueron evidentes a partir de las 12 horas de
incubacion ruminal (Tabla 4). Claramente la adicion de nitrato de calcio en concentraciones
superiores al 3%, redujeron significativamente la produccion de CH, (p<0.05). Después de 48 horas
de incubacion la reduccion en la produccion de CH, en los tratamientos con 6 y 9% de nitrato de
calcio correspondi6 al 28.3 y 52.4%, cuando comparados con el tratamiento sin nitrato,

respectivamente.

Las concentraciones de nitrogeno amoniacal en el ambiente de fermentacidon no variaron entre
tratamientos a través del tiempo (p>0.05) (Tabla 4).



Tabla 4. Produccion de metano ¥ nitrogeno amoniacal del pasto Kikuyo (Cenchrus
clandestinues Hochst. Ex Chiov ) incubado con miveles crecientes de nitrato de calcio

Tiempo, Nivel de inclusion de nitrato de calcio (%0) ES
horas 0 3 ] 9
Metano, mlig M5 incubada
6 1.6 i1 1.1 1.4 0.1
1z 49a 181 13b 10b 0.9
24 91a 103 a 39b 19¢ 2,0
48 1312 1050 84c 43d 1.9
Metano, mi'g MS degradada
& 15,2 10.5 113 15,7 0.3
12 244a 1300 103 b T8b 1.2
2 369a 429a 18.9 be i3.1c 3.2
48 481a 40.7a 34.5be 229¢ 43
Nitrégeno amoniacal, mg/dl
& 4.7 27 4.7 5.7 0.6
12 6.9 72 7.8 79 1.2
24 54¢ 78h 10.1a 12.6a i1
48 10606 11310 11.7b 153 1.0

i s . . = 2. - . r_ =
tletras mintsculas distintas en una misma fila indican diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (p<0.03) para un mizsmo horario de incubacion

Discusion

En los sistemas de fermentacion in vitro, el volumen de los gases producidos durante el proceso
fermentativo es proporcional a la cantidad de MS degradada. La adicion de nitrato de calcio en niveles
superiores al 3% redujo significativamente la produccion total de gases y la degradacion de la MS a
partir de las 24 horas de incubacion (Tabla 2).

La literatura es consistente al indicar que en sistemas de fermentacion in vitro, la adicion de nitratos
reduce el volumen de gases producidos durante la fermentacion (Ngoc Huyen et al 2010; Inthapanya
et al 2011; Binh Phuong et al 2011; Lin et al 2011; Mamvura et al 2014). Explicaciones a este
respecto se centran en los efectos toxicos de los nitratos sobre los microorganismos celuloliticos que
pueden reducir la digestibilidad aparente de los forrajes y disminuir la produccion de gases (Hall et al
1960). Por otra parte, Marais et al (1988) evaluando el efecto del nitrato y sus productos de reduccion
sobre el crecimiento y actividad microbiana en sistemas de fermentacion in vitro con pasto Kikuyo
(Cenchrus clandestinus Hochst. Ex Chiov.) sostienen que la acumulacion de nitritos durante la
reduccion del nitrato a amonio es la responsable de la menor digestibilidad del sustrato al diezmar las
poblaciones de microorganismos celuloliticos y xilanoliticos.

En este sentido, Leng (2008) manifiesta que la suplementacion con azufre o cisteina en dietas que
contienen nitratos puede reducir la acumulacion de nitritos en el rumen y contrarrestar su impacto
sobre la degradacion de la MS. Este mismo autor relata que en iguales condiciones el Kikuyo y el
Ryegrass tienen equiparables contenidos de PC, pero los contenidos de metionina y cisteina del
Kikuyo son 68 y 57% menores a los del Ryegrass. Esta condicion podria explicar el hecho de que la
reduccion en la digestibilidad de la MS sea mas drastica en el Kikuyo que en el Ryegrass cuando se
adicionan nitratos en la dieta. Aparentemente, el metabolismo del nitrato inhibe la conversion del
azufre organico e inorgéanico en el rumen, reduciendo el pool de intermediarios de azufre requeridos
por bacterias y hongos celuloliticos para su crecimiento y multiplicaciéon (Gordon y Phillips 1998;
Marais 1998). El menor numero de estas poblaciones seria el responsable de la reducciéon en la
digestibilidad de la MS, sugiriendo que la suplementacion con azufre es requerida cuando los
animales sean suplementados con nitratos.



Las concentraciones de propionato, butirato y acetato se redujeron significativamente al incrementar
el porcentaje de nitrato en el ambiente de fermentacion (Tabla 3). La disminucion en las
concentraciones de butirato y propionato a partir de las 12 horas de incubacion indican que el nitrato
fue rapidamente reducido en el medio, consumiendo el hidréogeno (H,) necesario para la formacion de
estos acidos grasos (Li et al 2012). De acuerdo con Ungerfeld y Kohn (2006), la reduccion del nitrato
es termodinamicamente mas favorable que la propiogénesis; siendo asi, el nitrato compite con mayor
eficiencia por el uso de los 4tomos de H,. Este hecho puede evidenciarse en la Tabla 4, donde las
concentraciones de nitrogeno amoniacal aumentaron en funcion de la adicion de nitrato al medio.

La produccion de CH, fue significativamente reducida con la adiciéon de nitrato (Tabla 4). En
condiciones anaerobias el nitrato es reducido a amonio y en este proceso consume 8 hidrogenos,
reduciendo asi, la disponibilidad de electrones para la sintesis de CH, (Leng, 2008). La eficiencia en
la captura de electrones por parte del nitrato radica en que el cambio de energia libre para la reduccion
de nitrato a amonio es de -254 kJ/mol de hidrogeno, en tanto que la energia libre para la formacion de
CH, es de -16.9 kJ/mol de hidrégeno (Ungerfeld and Kohn 2006). En estas condiciones la produccion
de CH, es inhibida hasta tanto todo el nitrato sea reducido a amonio.

Otra explicacion para la reduccion en la produccion de CH, en este experimento, radica en la
reduccion en la degradacion de la MS. Menos MS fermentandose implica menor produccion de gas,
menor produccion de AGV y menor produccién de metano. Niveles de inclusion de nitrato superiores
al 3% podrian tener efectos adversos sobre el consumo, la digestibilidad y la salud animal. Las
reducciones en las tasas de degradacion del alimento con la utilizacion de nitratos son asociadas a la
acumulacion de nitritos que inhiben el sistema transportador de electrones de algunas especies de
microorganismos limitando la generacion de ATP para su crecimiento (Marais et al 1988).

Reducciones significativas en la emisiones de CH, con la adicién de nitratos son ampliamente
reportadas en la literatura. Estudios in vitro relatan disminuciones que varian entre el 42 y 85% (Guo
et al 2009; Iv Sophea, 2010; Ngoc Huyen et al 2010; Lin et al 2011; Inthapanya et al 201; Mamvura et
al 2014). La amplia variacion en la reduccion de las emisiones de CH, obedece a la fuente y dosis de
nitrato empleada en cada estudio. En este trabajo la reduccion en la emision de metano después de 24
horas de incubacion fue de 49 y 64.5% para los tratamientos con 6 y 9% de nitrato, respectivamente
(Tabla 4).

Conclusiones

e La produccion de metano fue significativamente menor cuando el nitrato fue adicionado al
ambiente de fermentacion. Sin embargo, niveles de inclusion del 6 y el 9% redujeron la
digestibilidad de la MS en un 20%.

Dado que el metabolismo de los nitratos en el rumen interfiere con la disponibilidad de azufre

para los microorganismos celuloliticos, la inclusion de este mineral podria ser considerada
cuando se incluyan nitratos en la dieta.
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