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RESUMEN

Uno de los problemas que enfrenta hoy en dia el planeta es el calentamiento
global debido a las altas concentraciones atmosféricas de gases con efecto
invernadero, de los cuales los rumiantes son uno de los principales
contribuyentes a este problema debido a la fermentacion ruminal y por
consecuencia la liberacién de emision de gases tales como: metano, bioxido de
carbono y éxido nitroso. Se han realizado estudios en cuanto a las la produccién
de metano in vitro, con el uso de diferentes aditivos con la técnica de produccién
de gas in vitro con la finalidad de reducir la cantidad de gas producido, el uso de
nitratos tiene una limitada informacion en cuanto a los deducciones sobre la
inhibicion de gases con efecto invernadero, Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar la cinética de produccién de gas a 72 h mediante dicha
técnica, utilizando como aditivo nitrato de plata con porcentajes de inclusién de
0,1, 2, Y 3 % del cual se demostré que si hubo diferencias (p<0.05). En los
porcentajes 1y 2 %, mostraron una reduccion de metano a las de 6 y 12 h de

haber iniciado la técnica, lo cual fue favorable para este experimento.

Palabras clave:

Metano, nitratos, gases de efecto invernadero, gas in vitro.
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1. Introduccién

Uno de los problemas que nuestro planeta enfrenta hoy es el calentamiento
global debido a un acumulo de gases con efecto invernadero los cuales atrapan
el calor en la atmosfera (Soliva y Hess, 2007).

Los rumiantes manipulados nutricionalmente por el hombre son grandes
contribuyentes al calentamiento global y a la capa de ozono por las altas
liberaciones de gases como él metano (CHa) y el gas carbonico. Los principales
microorganismos productores de CHs en el rumen son las bacterias
metandgenas, las cuales utilizan Hz2 y CO2 para llevar a cabo esta produccion
(Carmona et al., 2005).

La produccion de CH4 también esta relacionada por factores como la cantidad
del consumo de alimento, composicion de la dieta, digestibilidad de alimento y
frecuencia de alimentacion (Bonilla y Lemus, 2012). La produccion de CHa4 en
rumiantes es una consecuencia inevitable de la fermentacion de los
carbohidratos en el rumen, pero esta es mas favorecida cuando a los animales
se les alimenta con forrajes de baja calidad lo cual es muy comun encontrar en
las &reas tropicales donde a los animales se les alimenta en pastoreo (Delgado
et al.,2007).

La produccion de CHa4 en la produccion animal ha tenido una gran importancia
debido a sus impactos negativos en el ambiente (Carmona et al., 2005).

El CHs4 es un GEI es 23 veces mas potente que el COz; El CH4 emitido por el
estiércol proviene de la fermentacion entérica y digestion anaerdbica de la
materia organica (Pinos et al., 2012). El CH4 es emitido por los bovinos
principalmente mediante eructos, y menormente a través de la respiracion o
flatulencias; ademas que la eruccibn en animales jovenes comienza
normalmente a partir del primer mes de vida (Lopez et al., 2008). Los sistemas
de produccion en rumiantes en su mayoria pueden influir en las emisiones de
CHa4 (Murray et al., 2007).

Se estima que un bovino adulto produce entre 300 y 600 litros de CH4 por animal
al ano, esto presenta aproximadamente 80, 000,000 toneladas al afio. Lo cual

impacta al ambiente en un 18 y 21% (Galindo, 2009).

Se logrando reducir las emisiones de CH4 manipulando la alimentacion de los

rumiantes mediante dietas balanceadas (Febres, 2011).



2. Hipotesis

El uso de nitrato de plata reduce la produccién de metano in vitro.
3. Objetivos
3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la adicion nitrato de plata sobre la produccién de metano in

vitro.
3.2 Objetivos Particular

Evaluar el efecto de nitratos sobre la producciéon de metano in vitro.



4. Revision de literatura
5. Historia y antecedentes
5.1La ganaderia en México

La conquista europea de américa trajo como consecuencia el arribo de nuevos
mamiferos hacia la nueva Espafia como son vacas, caballos, cerdos, asnos,
mulas, cabras y borregos (Barrera, 1996).

Con la conquista de cortes en 1521 llegaron también las primeras reses a la
nueva Espafa, los animales se reprodujeron con suma rapidez y la carne de
bovinos llego a constituir parte sustancial de la alimentacion de la poblacion
(Rutsch, 1980).

Antes de la llegada de los esparfioles a México, los indigenas carecian de
animales domésticos, y la multiplicacién del ganado bovino fue progresivamente

lenta; poco después en la segunda década de la conquista entre los afios 1538
-1540, se introdujeron una gran cantidad de reses que se utilizarian como tiro en
las carretas y labores de campo provenientes de La Habana y Santo Domingo
incrementando rapidamente la poblacién animal (SAGARPA, 1998).

La ganaderia bovina en México representa una de las principales actividades del
sector agropecuario del pais, por su contribucion en la oferta de productos
lacteos y cérnicos (Ferrer et al., 2008). La ganaderia bovina productora de carne
en México ocupa el lugar diez en el mundo (Mora y Shimada, 2001).

La produccion de carne de bovino en el pais ha evolucionado tecnolégicamente
con un sistema de engorda intensivo en el centro y norte del pais con ganaderia
especializada, similares a los utilizados en los estados del medio oeste de E.U.A
donde la alimentacion se basa solamente en granos. Mientras que las zonas
tropicales con sistemas extensivos adoptan estrategias para una mejor
producciéon y conservacion de forrajes y asi limitar el uso de granos y
suplementos alimenticios. Gran parte de la produccién animal con rumiantes se
hace bajo un sistema de pastoreo donde los forrajes son la principal fuente de
alimento (Vargas et al., 2014).

El trabajo para producir carne de bovino sigue siendo una de las actividades
fundamentales del sector pecuario nacional debido a la contribucion en el valor
de la produccion con el 38.3% de carne en canal dentro de la oferta de carnes
en el pais, asi como su alta participacion comercial en la exportacion de becerros
(Gallardo, 2006).



Durante los ultimos 15 afos, el sector ganadero de México ha crecido a un ritmo
aproximado de 4% anual (SAGARPA, 2006). Contribuyendo entre el 21 y 24%
del Producto Interno Bruto (PIB) agricola nacional; este crecimiento se ha visto
impulsado principalmente por la demanda interna y la actividad ganadera en el
pais que ocupa aproximadamente 110 millones de hectareas (Garcia, 2011).
De acuerdo con informacion del Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP, 2009). Veracruz es el principal estado productor de ganado
bovino en México, con un volumen de producciéon de 453.34 mil toneladas esto
representa el 14.4% de la produccion nacional. Jalisco es el segundo producto
con un 11% (347.59 mil toneladas) y Chiapas ocupa el tercer lugar con un 6.2%
de la produccion nacional (196.03 mil toneladas).

De esta manera entendemos que la produccion de ganado en pie representado
principalmente por carne de bovino con un volumen de 2, 898, 600 toneladas,
seguida por la carne de ave con 2, 835, 200 toneladas y en tercer lugar la
produccion de porcinos con 1, 377, 000 toneladas. EI comportamiento de la
produccion de carne en canal es diferente al del ganado en pie, debido a la
contabilidad de mas de un millon de becerros que se exportan a los E.U.A.
(Gallardo, 2006).

5.2 Sistemas de produccion en México

Un enfoque en cuanto al concepto de un agroecosistema es un ecosistema
modificado por el hombre que interactia con factores socioeconémicos y
tecnoldgicos que sirven para la utilizacion de los recursos naturales con fines de
produccion de alimento y beneficios del hombre; por otro lado un sistema de
produccion bovino es un grupo de plantas y bovinos manejados de manera
homogénea, mediante el ambito de intervenciones como: la seleccidn,
reproduccion, alimentacion y de salud: el cual es controlado por el hombre
mediante técnicas y herramientas para la obtencion de productos como es el
caso de carne y leche (Vilaboa et al.,2009).

La ganaderia en México presenta una diversidad de sistemas de produccion que
va desde aquellos que dependen Unicamente del forraje de la vegetacion nativa
como base alimenticia, hasta los sistemas empresariales altamente tecnificados
gue incluyen animales de alto valor genético, pastos mejorados, alimentos

balanceados, prevencion y control de enfermedades, inseminacion artificial,



informatica entre otros (Gamboa et al.,2005).

Una de las actividades del medio rural mas diseminadas en México es la
ganaderia bovina de doble propdsito, este sistema esta basado en alimentacion
en pastoreo y utiliza cruza de Bos Taurus y Bos indicus para producir carne y
leche; las vacas se ordefian una vez al dia y las crias son vendidas a los 6-8
meses de edad para la produccion de carne (Molina et al., 2010).

En las regiones tropicales de Meéxico, es comun encontrar sistemas de
produccion agropecuarias con baja productividad y en proceso de deterioro
(Gomez et al., (2002).

Existen varios sistemas de pastoreo que se pueden emplear para usar la
biomasa forrajera como la principal fuente de nutrientes y energia para el animal,
una de las caracteristicas de los pastos tropicales es que aumentan rapidamente
su eficiencia utilizando agua tanto de la lluvia como la del suelo (Rodriguez et
al., 2011).

En México la produccién lechera se desarrolla en condiciones de acuerdo a la
zona, principalmente con cuatro sistemas: especializado, semiespecializado,
familiar y de doble proposito (Lara et al., 2003).

En los ultimos 20 afios, se ha mantenido latente a nivel internacional, la discusion
sobre las estrategias de desarrollo a seguir para transformar la ganaderia
extensiva hacia una ganaderia intensiva que permita contribuir al mejoramiento
de los sistemas de producciéon pecuarios y asi mismo la conservacién de
recursos naturales, mayor eficiencia biolégica, econdémica y de produccion de

carne y leche y sub productos de origen animal (Gémez et al., 2002).

5.3 Alimentacién del ganado en México

Los rumiantes son mamiferos que se han especializado en consumir material
vegetal fibroso, que sus enzimas digestivas son incapaces de degradar, pero
mediante la fermentacion que proporcionan los microorganismos que viven en
simbiosis en el rumen, son aprovechados.

La gran capacidad gastrica de los rumiantes es necesaria para mantener los
alimentos el tiempo suficiente para ser digeridos; Se asegura que el tiempo de
retencién de alimento en el rumen se encuentra entre 48 y 60 horas; esta
retenciébn provee suficiente tiempo a los microorganismos para degradar

eficientemente los alimentos ingeridos. Todo esto es esencial para que el animal



pueda optimizar el nitrégeno y la energia disponible para la sintesis de proteina
microbial en el rumen (Estrada, 2011).

En México existen una gran variedad de especies de arboles y arbustivas que
tienen gran potencial para ser incorporadas en los sistemas de alimentacion en
la produccién de rumiantes en el tropico (Vera et al., 1999).

El ganado bovino productor de carne en México se explota en su mayoria bajo
sistemas de produccion en pastoreo (Mejia y Mejia, 2007).

Los sistemas de produccion se desarrollan basicamente, bajo pastoreo con
monocultivos de gramineas, generalmente con contenidos nutricionales de
regular a baja calidad, principalmente por su alto contenido de fibra y bajos
niveles de proteina (Carmona, 2007).

En el trépico existe un amplio conocimiento empirico por parte de los
productores acerca del uso de una gran diversidad de especies vegetales
forrajeras como alimento animal, pero poco se conoce sobre su calidad
nutricional (Pinto et al., 2002).

Los macro y microminerales son indispensables para asegurar la vida y
productividad de todas las especies. Es de suma importancia conocer y
manipular la presencia de ellos en los forrajes administrados en los sistemas de
produccion (Cabrera et al., 2009).

El desempefio productivo de una produccién esta en funcién del valor nutricional
de la dieta que consumen los rumiantes (Posada y Noguera, 2005). Esto va a
depender de la época del afio, ya que la alimentacién en época de sequia es un
momento critico para los sistemas de produccion tanto en cantidad como calidad
forrajera (Macedo y Palma, 1998).

Los sistemas tropicales extensivos de produccién ganadera estan siendo
forzados aceleradamente a utilizar tecnologias que incrementen su productividad
(Botero1993). Es comun que durante la intensificacion de una produccion
agropecuaria se incrementen los flujos de energia y nutrientes y eso lo expone
a un proceso de contaminacion (Andriulo et al., 2003).

Uno de los objetivos presentes en la nutricion de rumiantes es encontrar y
evaluar nuevos alimentos con gran disponibilidad y que garanticen una

produccion econdmica, inocua y de calidad (Almaraz et al., 2012).



6. Digestion de los alimentos y produccién de metano (CHa)

6.1 Digestion de los alimentos
La digestion de los alimentos en rumiantes es un proceso complejo que involucra
multiples interacciones que van desde el consumo, calidad de la dieta, los
microorganismos ruminales y el hospedero (Noguera y Posada, 2007).
Sin embargo la degradacion de un alimento resulta de fuerzas competitivas que
actuan simultaneamente como es el caso de la tasa de pasaje y la tasa de
degradacion (Bruni y Chilibroste, 2001). En ambientes anaerobios como el
rumen, la eficiencia para degradar alimentos esta dada por la diversidad
microbiana que contiene, como son bacterias, protozoarios, hongos anaerobios
y bacteriéfagos (Abrego, 2012).
La digestion de dietas ricas en fibra aumenta la produccion de hidrogeno y
diéxido de carbono que son sustratos para la produccién de metano (Gémez et
al., 2015).
Es comun que una significante cantidad de las gramineas empleadas para la
alimentacion de rumiantes, en ocasiones por efectos ambientales, edad de la
planta y baja calidad nutritiva, presenten bajos niveles de ruminal. Por lo cual
produce una fermentacion microbiana deficiente, cuyo resultado se refleja en un
bajo flujo y absorcion de nutrientes a la que normalmente requieren los
rumiantes. Todo esto insita al desarrollo de diversos procesos metabdlicos en el
rumen lo que promueven la formacion de compuestos necesarios para el
mantenimiento de la microbiota ruminal donde se puede ver afectada la relacion
de acidos grasos volatiles (AGV’s) que regulan la produccién de hidrégeno y por
lo cual como consecuente generacion de metano en el rumen (Apraez et al.,
2012).
Los rumiantes poseen un sistema digestivo que tiene la capacidad de
aprovechar y convertir alimentos fibrosos con altos contenidos de carbohidratos
estructurales en alimentos de alta calidad nutritiva como son la carne y la leche.
Por otro lado una de las cuestiones de sus caracteristicas innatas de este mismo
sistema digestivo también lleva a la produccién de metano, un potente gas con
efecto invernadero que contribuye con aproximadamente el 18% del
calentamiento global ocasionado por actividades productivas con animales

domeésticos en unidades de produccion superado sélo por el CO2 (Carmona et



al., 2005). La tasa de CH4 emitida por los rumiantes domésticos se considera la
tercera fuente mas grande a nivel mundial (Primavesi et al., 2004).
Cada kilogramo de metano diseminado en el ambiente calienta el planeta

veintitrés veces mas que la misma masa de CO:2 (Gonzales, 20013).

6.2 Produccién de metano
Las bacterias productoras de metano constituyen una clase especial en la
poblacién del rumen por su papel en la regulacién de la fermentacion total al
eliminar Hz gaseoso. La reduccién de CO2 con Hz gaseoso es el método primario
por el cual se produce CH4 en el rumen. Sin embargo, suele aparecer
Methanosarcina barkerii, un germen metandgeno que utiliza metanol, metilamina
y acetato para producir CH4. Al mantener baja la concentraciéon de H2 en el
rumen mediante la formacién de CH4, las bacterias metandgenas promueven el
crecimiento de otras especies bacterianas en el rumen y permiten una
fermentacibn mas eficaz. Las bacterias metandgenas incluyen:
Methanobrevibacter ~ ruminantium, Methanobacterium  formicicum vy
Methanomicrobium mobile (Blanco, 1999).
La produccién de CHs entérico depende de la fermentacién ruminal y de los
pardmetros productivos del animal, tales como peso, ganancia de peso,
produccion de leche y porcentaje de grasa y/o proteina, asi como de las
cantidades de alimento y de la microflora ruminal presente en el animal (Zalzano
y Bourrillon, 2014).
La produccién de metano en rumiantes es el producto de una perdida de energia
metabdlica para el animal lo que contribuye a la produccion de gases con efecto
invernadero (Rodriguez, 2009).
En el rumen, la metanogénesis es un proceso normal que elimina el hidrégeno
metabdlico, permitiendo que los cofactores reducidos sean reoxidados y
permitan una actividad microbiana continua. En el ecosistema ruminal existe una
poblaciébn microbiana que estd compuesta por bacterias anaerébicas y
protozoarios junto con los hongos anaerobicos recientemente descubiertos
(Obispo, 1992). La produccion de CHa es exclusivamente dependiente de
bacterias metanogénicas, las cuales son activas solamente en condiciones
estrictamente anaerdbicas (Videla et al., 2015).

La principal via de eliminacion de metano es por eructos (Lopez y Newbold,



2007). El porcentaje de CH4 producido una vez dada la fermentacién oscila entre
el 15y 30% de la mezcla total de gases acumulados en el rumen (Gonzales et
al., 2007). A partir del desarrollo del rumen y del reticulo a un par de semanas
del nacimiento de un rumiante estos ya empiezan a producir CHas; los
microorganismos presentes en este proceso son del dominio Archaea,
pertenecientes al reino eucariota con concentraciones que pueden estar en 10’
y 10° por ml de liquido ruminal que entre los dos géneros mas populares son
Methanobrevibacter y Methanosarcina (Molina et al, 2013).

Un buen manejo en la alimentacidon de rumiantes puede proporcionar un
mecanismo para reducir las emisiones de metano (Johnson et al., 2007).
Reducir las emisiones de metano en los rumiantes contribuiria a los esfuerzos
para controlar las concentraciones atmosféricas de GEI.

Algunas alternativas para para reducir la produccion de CHaincluyen a algunos
agentes especificos y el uso de aditivos en la elaboracion de dietas (Ribeiro et
al., 2015).

Las emisiones CHa requieren un esfuerzo global, por lo cual se han
implementado diferentes estrategias con el fin de reducir la metanogénesis

ruminal, siendo los métodos quimicos una opcién (Gonzales et al., 2006).

6.3 Eliminacion de metano

La ganaderia hoy en dia esta acusada de contaminar el ambiente debido a las
altas producciones de metano por parte de los rumiantes; sin embargo estos no
son realmente los culpables de dicho problema sino el sistema de alimentacién
qgue el hombre ha disefiado en las ultimas décadas fundamentalmente en una
elevada suplementacion con cereales y sistemas de pastoreo con pastos de baja
calidad.

Segun Galindo et al. (2009), al analizar un conjunto de muestras de especies
forrajeras observaron que con el aumento del 1% de digestibilidad se producen
4.32 microlitros menos de metano por kilogramo de materia seca consumida
(Milera, 2013).

La emision de CHas a la atmosfera varia por las condiciones propias del animal,
por la naturaleza de la dieta y por la cantidad de carbohidratos fermentables.
Anualmente se producen a nivel mundial 80 millones de toneladas de CHa, esta

pérdida representa del 5 al 18% de la energia bruta consumida por los rumiantes
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(Pellat y Gonzalez, 2014).

Los gases producidos durante la digestion fermentativa en el rumen como el CH4
son eliminados en mayor proporcion por el eructo. De hecho, mas del 80% del
gas es liberado por esta via y el resto a través de pulmones, mucosa ruminal,
abomaso e intestinos. En condiciones normales, el gas producido se acumula en
el saco dorsal y craneal del rumen sobre el resto del contenido, liquido y sélido

y la tasa de eliminacién siempre sera mayor a la de produccioén (Cronje, 2000).

7. Nitratos

7.1 Importancia de los nitratos en la reduccion de emisiones de CHa
Los nitratos (NOs) y los nitritos (NO2) son compuestos idnicos que se encuentran
en la naturaleza, formando parte del ciclo del nitrégeno. EI NOs es la forma
estable de las estructuras oxidadas del nitrégeno y a pesar de su baja reactividad
quimica puede ser reducido por acciéon microbiolégica (Almudena y Lizaso,
2001).
Las fuentes donde se pueden encontrar nitratos para los animales de forma
natural estdn presentes en: pastos, henos, ensilados, agua de bebida, aceites
lubricantes, fertilizantes, etc. Se cree que la inhibicibn en la produccion de
metano esta dada por un proceso bioldgico que implica a un aumento en el
potencial de éxido reduccién en el rumen (Mendoza et al., 2015). La reduccién
del nitrato a amoniaco, con el nitrito como intermedio, es enérgicamente mas
favorable que la reduccion del dioxido de carbono al metano y puede competir
con la metanogénesis por reducir los equivalentes. (Newbolt et al., 2014).
Los nitratos son agentes promisorios para la reduccion de CHas entérico
particularmente en dietas que son bajas en proteina (Pierre et al., 20013).
Posiblemente existan otros factores que ayuden a comprender la forma en que
el nitrato afecta a la metanogénesis y para ello se requiere abordar el tema de la
desnitrificacion desde un enfoque distinto tomando como punto de referencia la

fisiologia de los microorganismos involucrados.
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7.2 Toxicidad de nitratos
Una de las fuentes principales con alto contenido de nitratos son los vegetales
gue pueden llegar a contener hasta el 70% en una dieta comun, aunque rara vez
pueden llegar a contener la cantidad necesaria como para causar efectos
toxicos.
Las plantas absorben més nitratos de los que necesitan, y este excedente no es
eliminado tan facilmente de tal manera que lo acumulan en érganos de transito
como son: raices y hojas es por ello que las hortalizas tienen un alto contenido
de nitratos (Elika, 2014).
Las plantas con niveles de 6,000 a 10,000 ppm de nitratos en base seca son
consideradas altamente letales, considerando también el aporte de nitratos
consumidos en el agua (Armendano et al., 2015). La acumulacion de nitratos en
las plantas ocurre principalmente en épocas de bajas temperaturas ambientales,
momento en que la planta presenta poco crecimiento, ocurriendo asi la
absorcion de nitrogeno a mayor velocidad con relacion a la produccion de
materia seca (Mohr, 2013).
Una de la fuente de sobre exposicion a los nitratos por lo general es en la ingesta
de y alimentos que tienen alto contenido de los mismos, por ejemplo en algunos
pozos de agua privados con poca profundidad y de suelos permeables se
pueden encontrar concentraciones relativamente altas (ATSDR, 20015).
La aparicion de nitratos en aguas subterraneas pueden ser de origen quimico, y
esto puede ser provocado por los residuos de algunas industrias o por la
utilizacién de fertilizantes organicos y sobretodo nitrogenados en areas agricolas
(Fernandez y Vazquez, 2006).
Los nitratos son generalmente indeseables en los piensos que se ofrecen a los
rumiantes debido a su alto potencial para producir metahemoglobinemia. El
elevado contenido de nitratos es un factor limitante de su empleo ya que puede
provocar problemas de salud para los animales (Fernandez et al., 2003).
Sin embargo los nitratos han recibido atencién por la forma en que al ser un
aceptor de electrones en el rumen podria reducir las emisiones entéricas de

metano en rumiantes (Lee y Beauchemin, 2014).
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7.3 Nitratos en la alimentacién de rumiantes
Las fuentes de nitratos disponibles de forma natural para los animales son:
pastos, henos, ensilados, agua, aceites, lubricantes fertilizantes etc. En
rumiantes las enzimas microbianas convierten al nitrato ingerido a nitrito en el
rumen, el nitrito es reducido a amoniaco que se incorpora al conjunto de
nitrégeno ruminal y puede ser usado por las bacterias para la sintesis de proteina
microbiana (Martinez y Sanchez, 2001).
Los rumiantes son animales capaces de utilizar una gran variedad de fuentes
nitrogenadas, gracias a la simbiosis que ocurre con los microorganismos dentro
del rumen; la cantidad y velocidad con la que una fuente de nitrégeno es
degradada en el rumen depende de las caracteristicas fisico-quimicas de dicho
compuesto y condiciones en las que se encuentre el medio ruminal (Haro y Haro,
2007). Otro de los 6rganos importantes a considerar es el higado ya que cumple
un papel clave en el metabolismo de los nitratos (Garcia y Ramos 2011).
Las bacterias del rumen pueden cubrir sus requerimientos proteicos usando
amoniaco como Unica fuente de nitrégeno, sin embargo, cuando estas bacterias
se encuentran en el medio ruminal pueden cubrir mas del 50% de sus
requerimientos de nitrégeno a partir de aminoécidos aportados en la dieta,
también se ha demostrado que el crecimiento bacteriano es mas rapido cuando
la fuente de nitrdgeno proviene de proteinas y no de nitrégeno no proteico (NNP)
(Relling y Mattioli, 2002).

7.4 Nitrato de plata
El nitrato de plata es un compuesto inorganico, con la férmula quimica AgNOs.
Este compuesto es un precursor versatil para muchos otros compuestos de plata.
Fue descubierto por Alberto Magnus, en el siglo 13, al documentar que el 4cido
nitrico era util para separar el oro de la plata mediante la disolucion de la esta.
Magnus sefialé que la solucion resultante de nitrato de plata puede manchar la
piel. Su nombre comun en esa época era la plata de acido nitrico (Loor, 2012).
El nitrato de plata es toxico en concentraciones por arriba de los 2g; La sobre
exposicion a animales puede causar efectos tales como: dafos renales,
oculares, pulmonares, hepaticos y cerebrales asi como anemia. Al nitrato de
plata se le han dado varios usos desde la industria hasta su uso médico como

bactericida en dosis ajustadas. EI metabolismo de la plata en hombres y
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animales no ha sido enteramente estudiado debido a la baja absorcion y su
insolubilidad, ya que es absorbida en bajas cantidades por la mucosa del

intestinal (Rodriguez y Gutiérrez, 2007).

8. Materiales y Métodos
El analisis se realiz6 en el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria
en Fisiologia y Mejoramiento Animal (CENIDFyMA) Ajuchitlan, Querétaro.
8.1 Técnica de gas in vitro.

Se utilizaron 0.5 g de cada muestra colocandolas en frascos de 125 ml color
ambar. A cada frasco se le aplicé 81 ml de Soluciéon Mineral Reductora, y 9 ml
de inoculo ruminal con burbujeo continuo de Didxido de carbono (COy), el cual
se retir0 y se le coloco un tapdén de goma posteriormente fue sellado con un aro
metélico. Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos,
cada uno con los siguientes porcentajes de inclusion de Nitrato de plata (AgNOg);
0,1, 2y 3 % y se realizaron por triplicado, en una dieta que contiene los
requerimientos nutricionales diarios por animal (Cuadrol). El liquido se extrajo
de dos bovinos con fistula ruminal, posteriormente se a filtro con una tela de gasa
doblada ocho veces. Se colocaron los frascos en un bafio Maria durante 72 h a
39 °C, y se tomaron mediciones de presion con un manémetro provisto de una
llave trifasica y aguja hipodérmica, la presion de gas originada por la
fermentacion del sustrato se midié con una escala de 0 a 1 kg cm?, alas 0, 2, 4,
6, 8, 12,16, 20, 24,30, 36, 42,48, 60, 72 h. Al término de las mediciones, se
tomaron muestras para la determinacion de acidos grasos volatiles (AGV),
bacterias, protozoarios, pH, CHa4, materia seca y materia organica. Las muestras
se filtraron con una bomba de vacio. Una vez filtradas las muestras se metieron
a una estufa a 60°C durante 24 h. para secarlas y obtener el peso seco. Los
datos se procesaron en hoja de analisis estadistico. La comparacion de medias
se realizaron mediante la prueba de rango multiple de Tukey (P>0.05). Todo lo

anterior se realizo con el paquete estadistico SAS (2009).
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Cuadro 1. Analisis de nutrientes para la alimentacion de bovinos.

E.M (MC/KG) 2.398 E.D (MC/KG) 2.773
E.N (MC/KG) 1.057 T.N.D (%) 63.854
PROTEINA (%) 18 F.D.A (%) 14.801
F.N.D (%) 30.101 FIBRA (%) 12.268
FORRAJE (%) 18 CALCIO (%) 0.344

8.2 Digestibilidad in situ.

Se emplearon bolsas de nylon (15.0x7.5 cm; tamafio de poro 52+10mm) con 2
g de sustrato para cada tratamiento con una malla de 2 mm. Se coloc6 una bolsa
con la dieta por animal dentro del rumen por 0, 6,12, 24, 48y 72 h, y se retiraron
en orden inverso. Después se lavaron con agua hasta que el afluente se torné
claro. Las bolsas se secaron a temperatura ambiente después se metieron en
una estufa de aire forzado a 55°C. Se midi6 el contenido por duplicado de fibra
detergente neutro (FDN), fibra detergente acida (FDA), AGV, bacterias,
protozoarios, pH, CH4.Se tomaron muestras de liquido ruminal a las 0, 6, 12, 24,
48 y 72h. Se midio el pH vy filtraron las muestras, se conservaron con acido
metafosférico al 25% (v/v) y se conservaron a —4°C para posteriormente medir
el contenido de AGV por cromatografia de gases (Erwin et al., 1961). Los
resultados se analizaron de acuerdo con un cuadro latino con arreglo factorial de
tratamientos (SAS, 1995).

8.3 pH ruminal.
Esta determinacién se realiz6 inmediatamente de haber colectado el liquido
ruminal con un potenciometro marca Orion modelo 710A, calibrado a dos valores
de pH (4.0 y 7.0), respectivamente (ORION, 1996).

8.4 Concentracion de nitrogeno amoniacal.

Se utilizo la técnica de McCullog (1967). El liquido ruminal que fue colectado se
acidifico con acido metafosférico, la muestra se centrifugo a 20817.16 fuerzas G
durante cinco min y del sobrenadante se colecto 3.0 ml y se deposité en viales
de plastico. Para su lectura se tomaron 20 uL que se depositaron en tubos de 18
x 130 mm a los cuales se les adiciono 1.0 ml de fenol y 1.0 ml de hipoclorito de

sodio basificado con hidréxido de sodio. Los tubos fueron puestos en incubacion
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a 39°C durante 30 min y posteriormente se agregd 5.0 ml de agua destilada para
diluir la muestra. La concentracion de nitrégeno amoniacal se midi6 por
absorbancia en un espectrofotdmetro marca Perkin Elmer UV-VIS modelo
Lambda 40 a 630 nm. Se utilizé un blanco como referencia, el cual contenia 1.0
ml de fenol, 1.0 ml de hipoclorito de sodio y 5.0 ml de agua destilada. Para
conocer la concentracion final de nitrégeno amoniacal, se realizé una

comparacion con una curva estandar.

8.5 Concentracion de acidos grasos volétiles (AGV)

La produccion de AGV se determind una vez acidificado el liquido ruminal con
acido metafosférico con una proporcion de 4:1 de muestra: acido metafosférico
respectivamente. La muestra fue centrifugada a 20817.16 fuerzas G durante 15
min y se colectaron el sobrenadante (1.5 ml). La concentracion de AGV de las
muestras se determind por cromatografia de gases (Erwin et al., 1961), en un
cromatografo Perkin Elmer, Modelo Claurus 500 con columna capilar Elite FFAP.
El gas acarreador que se utilizé fue hidrégeno con flujo de 15 ml min?. Se inyecto
1pL de muestra, con temperatura de inyector de 200°C, detector de 250°C y una
temperatura de horno de 140°C por 5 min.

8.6 Concentracion de bacterias totales
Las concentraciones fueron calculadas utilizando la técnica del recuento directo
en microscopio a través de la camara de Petroff-Hausser (Parthership® modelo
SQMM Horsham PA 19044). El conteo se realiz6 en 10 cuadros (0.05 x 0.05),
elegidos al azar utilizando un microscopio de contraste marca Olimpos® modelo
BX51, lente objetivo 100 x, contraste ph3y filtro de luz azul. El procedimiento fue

realizado de acuerdo a lo descrito en el manual de operacion Sigma (1990).

8.7 Concentracion de protozoarios
Se utiliz6 una cdmara de Neubauer y un microscopio Zeiss a una magnificacion
de 40X. Como no se requieren protozoarios viables, se diluyo el liquido ruminal
en solucion para conteo (5 ml de solucién mineral | + 5 ml de solucion mineral Il
+ 3 ml de formaldehido al 3% aforadas a 87 ml con agua destilada) (Dehority,
1984).
Concentracién de protozoarios = (Promedio) (Factor de dilucién) (10%).



9. Resultados

Cuadro 2. Volumenes de gas prueba 1.

16

tratamientos \Y F.r F.m F.i S L DIMS
(h) (h) 1°" corrida
0% 257.53a 128.745a 121.03a 7.72c 0.0433a 5.0793 b 94.74 a
1% 266.23a 128.70 a  128.00a 9.50b 0.0423ab  5.1897 b 82.38a
2% 271.67a 126.591a 133.60a 11.47 a 0.0406b  5.3363ab  80.51a
3% 255.73a 116.372a 12794 a 11.41a 0.0413ab 5.7903 a 81.55a

b c= Mediadas con las literales diferentes en la misma columna indican diferencias (P < 0.05).

V= gas maximo, F.r= Volumen de gas acumulado de 0-16h, Fm= Volumen de gas acumulado
de 16-48h, F.i= Volumen de gas acumulado de 48-72h, S= Tasa de produccién de gas, L=
Fase lac, DIMS= Digestibilidad in vitro de la materia seca.

Cuadro 3. Volumenes de gas prueba 2.

tratamientos \Y F.r F.m F.i S L DIMS
(h) (h) 2% corrida

0% 260.37 120.22 129.34 10.78 0.0406 5.4813 82.20

1% 256.83 118.51 127.63 10.64 0.0406 5.5733 78.47

2% 244.77 112.89 121.65 10.23 0.0406 5.360 80.96

3% 249.43 114.30 124.12 11.03 0.040 5.4880 77.67

Las medidas no son significativamente diferentes (p>0.05).

V= gas maximo, F.r= Volumen de gas acumulado de 0-16h, Fm= Volumen de gas acumulado

de 16-48h, F.i= Volumen de gas acumulado de 48-72h, S= Tasa de produccién de gas, L=

Fase lac, DIMS= Digestibilidad in vitro de la materia seca.
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Cuadro 4. Prueba 1, produccién de metano in vitro.

Tratamientos V CH46 Chs 12 CHs4 18 CHs 24
0% 257.53 a Ob 75a 3a 3a
1% 266.23 a Ob 6.5ab 3a 35a
2% 271.67 a 4 a 35¢c 3a 4.25 a
3% 255.73 a 3a 5bc 35a 4 a

a.b.c= Mediadas con las literales diferentes en la misma columna indican diferencias (P < 0.05).

V= volumen de gas maximo, CH4 6= produccién de metano a las 6h, CH4 12= produccién de
metano a las 12h, CH4 18= produccion de metano a las 18h, CH4 24= produccion de metano a
las 24h.

Cuadro 5. Prueba 2, produccion de metano in vitro.

Tratamientos \Y Chs 6 CH4 12
0% 260.37 4 45
1% 256.83 3.5 4.5
2% 244.77 5 3.5
3% 249.43 3 3.5

Las medidas no son significativamente diferentes (p>0.05).
V= volumen de gas maximo, CH4 6= produccion de metano a las 6h, CH4 12= produccién de
metano a las 12h.

Cuadro 6.Variables microbiolégicas de gas in vitro a 72 h de incubacién con
liquido ruminal de bovino.

Variable AgNOs (%)
0 1 2 3 EEM
N-NHs, mg/dLt 9.26°  10.15°  13.26% 14.47% 1.28
Bacterias totales (10°°mL?) 4.25 3.91 398 356 0.9
Protozoarios (10°mL™?) 2.75 29.72 3.082 2.862 0.56

a,b = Medias con literales diferentes en una hilera, son diferentes (p<0.05).
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volumen fraccionado de gas primera prueba (mL g-1)

45.00
40.00
35.00

30.00 tratamient
o 1%

25.00

20.00 —2%

volumen (mL)

15.00 3%
10.00 —_—0%

5.00

0.00
2 4 6 8 12 16 20 24 30 36 42 48 60 72

Tiempo (h)

La figura 1, primera prueba muestra el volumen fraccionado de gas de las 2 a

72 h. de cuatro tratamientos con nitrato de plata.

volumen fraccionado de gas segunda prueba (mL g-1)

50.00
45.00
40.00
35.00
30.00
25.00 —1%
20.00 ; —_—
15.00 3%
10.00 -

5.00

0.00

tratamiento
0%

Figura 2. Segunda prueba, produccion fraccional de gas de cuatro tratamientos

con nitrato de plata.
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volumen acumulado (mL g-1) primera prueba

250.00

200.00
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150.00

— 1%
100.00

volumen en (mL)

— 2%
50.00 3%
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2 4 6 8 12 16 20 24 30 36 42 48 60 72
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Figura 3. Primera prueba, produccion acumulada de gas de fermentacion de

cuatro tratamientos con nitrato de plata.

volumen acumulado (mL g-!) segunda prueba

/ tratamiento

250.00

200.00

150.00 — 0%

—1%
100.00
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—2%

50.00 3%

0.00
2 4 6 8 12 16 20 24 30 36 42 48 60 72
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Figura 4. Segunda prueba, produccion acumulada de gas de fermentacién de
cuatro tratamientos con nitrato de plata.



Cuadro 7. Analisis de la digestibilidad in situ en bovino.

Tratamiento  6h 12h 24h 48h 72h

0% 48.100 57.243 72.720 63.50 79.49
1% 46.663 56.637 63.937 75.12 67.55
2% 47.267 56.397 65.453 72.97 78.34
3% 47.077 54.043 65.733 60.62 64.83

Las medidas no son significativamente diferentes (p>0.05).

Cuadro 8. Analisis de pH in vitro con liquido ruminal de bovino.

Tratamientos pH

0% 6.3750
1% 6.3600
2% 6.3500
3% 6.3700

Las medidas no son significativamente diferentes (p>0.05).

Cuadro 9. Concentracién de nitrégeno amoniacal (mg dLt) en liquido ruminal
de bovino in vitro.

AgNOs (%)
Horarios (h) 0 1 2 3 EEM
12 12.56° 13.44° 18.20 16.922 1.78
24 22.52" 25.15% 28.26° 27.59° 3.01

a.b,c = medias con literales diferentes en una hilera, son diferentes (p<0.05).
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Cuadro 10. Concentracion de acidos grasos volatiles (mM) en liquido ruminal
de bovino in vitro.

Horarios AgNO3 (%)

") 0 1 2 3 EEM
acetato 36.56 33.29 34.20 33.58 3.78

12 propionato  21.36°  25.34@ 28.332 26.32> 2.58
butirato 8.25% 10.542 9.692 9.11& 1.17
acetato 56.88 52.88 55.3 55.88 4.01

24 propionato 27.41° 29.25% 31.252 28.15° 3.15
butirato 9.11° 14.252 13.962 14.01& 2.18

a.b = medias con literales diferentes en una hilera, son diferentes (p<0.05).

Cuadro 11. Concentracién de bacterias totales (1019 mL1) en liguido ruminal de
bovino in vitro.

AgNOs (%)

Horarios (h)

0 1 2 3 EEM
12 3.19 2.97 2.96 2.7 0.29
24 2.39 2.79 2.35 2.91 0.23

Las medias no son diferentes (p<0.05).

Cuadro 12. Concentracién de protozoarios totales (10°mL) en liquido ruminal
de bovino in vitro.

AgNOs (%)

Horarios (h)

0 1 2 3 EEM
12 1.11 0.54 2.56 2.05 0.71
24 4.052 2,522 2.052 1.09° 0.23

a,b = medias con literales diferentes en una hilera, son diferentes (p<0.05).
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10. Discusion
Los resultados obtenidos en el cuadro 2 y 3, expresan que en la produccion de
volumen acumulado de gas de las 0-16 y 16-48h no hay diferencias estadisticas
significativas (p>0.05), mientras que en la concentracion de volumen acumulado
de 48-72h existio diferencias estadisticas significativas (p<0.05) para los
tratamientos con 0 y 1% de nitrato de plata (AgNOs3) de la prueba 1, se considera
que la cantidad de gas producido in vitro es reducida con la adicién de un
contenido de nitrégeno (Fondevila et al., 2002; Ngoc Huyen et al 2010). Para la
DIMS no hubo diferencias estadisticas (p>0.05), en ninguna de las pruebas,
Owens y Zinn (1980), indican que el uso de compuestos nitrogenados de lenta
liberacion no afecta la digestibilidad de los nutrientes en las dietas, pero que esto
dependera de las caracteristicas de cada racion. En el cuadro 4, Los resultados
de produccién de metano in vitro, mostraron diferencia significativa (p<0.05), en
la disminucion de metano a las 12 hrs, con los niveles de AgNOz 1y 2%; segun
Newbolt et al., (2014), La produccién de metano disminuye linealmente a medida
que la concentracion de nitratos aumenta, sin embargo, Noguera et al (2016) al
utilizar nitrato de calcio en niveles superiores al 3% los resultados se mostraron
a partir de las 24h. En el cuadro 5, (p>0.05), no hay diferencias en ninguno de
los tratamientos de produccion de metano in vitro, La causa mas probable de la
ineficiencia en la mitigacion de metano es la reduccién incompleta de nitrato a
nitrito o nitrito a amoniaco (Newbolt et al., 2014), seria riesgoso utilizar niveles
superiores de nitratos al 3% ya que puede tener efectos adversos sobre la salud
animal (Marais et al 1988), Aunque el potencial de toxicidad de los nitratos se
puede reducir mediante la adaptacion de los animales al consumo de nitrato, es
necesario que el procedimiento de adaptacion a los nitratos se estandarice (Lee
y Beauchemin, 2014). En el cuadro 6 de variables microbiologicas, los
tratamientos de 0 y 1% y se mostraron un aumento en el nitrdgeno amoniacal en
los niveles de 2 y 3% de AgNOs. Segun Frace et al., (2005), un incremento en la
concentracion de nitrégeno amoniacal podria atribuirse a la lenta liberacién del
nitrato, favoreciendo la sintesis de energia disponiendo de nitrégeno amoniacal
para la sintesis de proteina, en la concentracion de bacterias totales no se
encontraron diferencias en ninguno de los tratamientos, asi mismo los resultados
para protozoarios solo se obtuvo diferencia en el tratamiento del 0%. Cuadro 7,

para el analisis de digestibilidad in situ (p>0.05), no hay diferencias en ninguno
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de los cuatro tratamientos con AgNOs en los horarios de 6, 12, 24,48y 72 h. Vik-
Mo y Lindlberg (1985), refiere que la concentracion de nitratos en la racion ha
demostrado diferentes efectos sobre la digestibilidad in situ de los alimentos,
mientras que Cerrilla y Jauregui (1993), demuestran que la concentracion de
nitrogeno en el rumen carece de efectos sobre la desaparicion in situ de la

materia seca.

En el cuadro 8, No se encontraron diferencias significativas en ninguna de las
medidas de pH (p>0.05), la dependencia de pH de las bacterias metanogenas,
aporta un factor importante para la prediccion en produccion de metano
(Carmona., et al 2005). Van Kessel y Russell (1995), observaron que la
produccion de metano disminuy6 drasticamente cuando el pH eramenora 6.5y
no se produjo a pH menor a 6. Los resultados obtenidos en la concentracién de
nitrégeno amoniacal mostro (p<0.05) (Cuadro 9), para el horario de 12 y 24 h, de
obteniendo el un aumento en estas concentraciones a las 24h, Ungerfeld y Kohn
(2006), concuerdan que un aumento en las concentraciones de nitrdgeno
amoniacal esta dada por la adicion de nitratos en el medio, Mientras que Moore
et al (1992), observaron que una disminucion en la concentracioén de nitrdgeno
amoniacal se atribuye a la utilizaciéon de nitrdgeno amoniacal para la sintesis
bacteriana. Cuadro 10. En esta prueba se encontr6 (p>0.05), en la concentracion
de &cidos grasos volatiles en los tratamientos con 1 y 3% en ambos horarios,
con una produccion mas alta de acetato seguida de propionato y butirato. Van
Kessel y Russell (1995), Indican que cuando sustancias son reducidas
transferidas de bacterias ruminales fermentadoras de carbohidratos a bacterias
metanogenas, el acetato tiende a incrementarse y el propionato a disminuir;
cuando el acetato predomina no se considera precursor significativo de metano
en el rumen, en cambio Li y Powers (2012), muestra que la disminucion en las
concentraciones de propionato y butirato a partir de las 12 h de incubacién
indican que el nitrato puede ser rapidamente reducido en el medio, consumiendo
el Hidrogeno necesario para la formacion de estos acidos grasos. Los resultados
obtenidos en la concentracion de bacterias totales no hubo diferencia
significativa (cuadro 11), en ninguno de los tratamientos, el uso de nitratos inhibe
la conversion del azufre organico e inorganico en el medio, reduciendo asi mismo

los intermediarios de azufre requeridos por las bacterias para su crecimiento y
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multiplicacion (Noguera et al., 2016). Cuadro 12. Para el horario de 12h exhibio
(p>0.05), en los tratamientos, mientras que en el horario de 24h si tuvo
diferencias (p<0.05), en los tramientos con 1, 2 y 3% con AgNOs. Carmona
(2007), menciona que un agente capaz de disminuir la poblacion de protozoarios
ruminales, mejora la respuesta productiva de los rumiantes, por otro lado,
Galindo et al 2011, ha demostrado que las bacterias metanogenicas viven de
manera endosimbiotica sobre la superficie de los protozoos y cualquier factor
gue disminuya la poblacion protozoaria sera capaz de reducir los metanogenos

asi como la produccion de metano.

Para la figura 1, muestra un inicio en la produccion de gas fraccionado a las 4h,
seguida de un mayor volumen fraccional en el horario de 12 el cual corresponde
al tratamiento con 0% de AgNos, mientras que el tratamiento con 3% presento
menos volumen fraccionado de gas a las 12 h, Para la figura 2, muestra de igual
manera un inicio en la produccién fraccional de gas a las 4h mientras que el
tratamiento con 0% de AgNOs se muestra con una mayor produccion de gas a
las 12h y una curva menor, varios autores reportan que la composicién quimica
de los forrajes tienen un efecto sobre el gas producido (Rivera et al., 2013).
Nsahlai et al 1995, dice que la produccion de gas esta relacionada con la
degradacion de la fibra detergente neutro, sin embargo, no siempre se puede
darse este efecto (Giraldo et al., 2006). En las figuras 3 y 4. la produccién
acumulada de gas de fermentacion de cuatro tratamientos con AQNO3 muestran
un inicio en la fermentacion a las 4h y al tratamiento con 2% con una mayor
fermentacion, para la figura 4, la fermentacion inicia de igual manera a las 4h de
haber iniciado la prueba y se muestra al tratamiento con 0% de AgNOs con una
mayor fermentacién, Getachew et al (2004), indica que la velocidad a la que
diferentes componentes son fermentados se debe a un reflejo del crecimiento
microbiano y la accesibilidad por parte de estos a la alimentacion. Sommart et al
2000, hace mencién que el volumen de gas es un parametro para predecir la
degradabilidad, el producto final de la fermentacion y la sintesis de proteina
microbiana de un sustrato por los microbios del rumen. La cuantificacién de la
produccion de gas juega un papel importante que permite conocer y analizar el
valor nutritivo de los alimentos, la velocidad a la que estos componentes

guimicos son digeridos y la extension de la digestidon (Rivera et al., 2013).
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11. Conclusion
De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que el uso de nitrato de
plata si reduce la produccion de metano in vitro, ademas, se observé una
diminucién mayor a las 6 y 12 h, utilizando porcentajes de 1y 2 %, el nitrato de
plata no afecta la digestibilidad in vitro e in situ y puede ser una opcion mas en
el uso de nitratos como aditivo en la alimentacion de rumiantes para disminuir

las emisiones de gases de efecto invernadero.
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