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RESUMEN
MEJORAMIENTO DE LA CALIDAD NUTRIMENTAL Y BACTERIOLOGICA DE

POLLINAZA BAJO LA INFLUENCIA DE NITROCOMPUESTOS
POR:
M. V. Z. MARINA ONTIVEROS MAGADAN
Maestria en Ciencias en Produccién Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autonoma de Chihuahua
Presidente: Ph. D. Oscar Ruiz Barrera

El objetivo fue evaluar la accidn bactericida de cuatro nitrocompuestos
para eliminar patégenos en pollinaza. EI compostaje es eficaz para eliminar
patégenos nocivos, pero existe el riesgo de pérdida de nitrdgeno como amoniaco,
lo cual limita su utilizacidn como alimento para rumiantes. Etilo de nitroacetato
(ENA), 3-nitropropionato (3NPA), etilo 2-nitropropionato (E2NPA) y nitroetano
(NE) fueron utilizados para tratar pollinaza de un afio de aves no tratadas con
antibioticos. La pollinaza se distribuyé en tubos, los cuales se inocularon con 3.0
log10 CFU g' de Salmonella thyphimurium (STnn) resistente a novobiacina y
acido naladixico y se incubaron a 37 °C por 6 dias y subsecuentemente a 50 °C
por 3 dias. Al control sélo se afiadié buffer. Muestras colectadas a las 3, 6y 9

horas se sembraron en Petri-film 3M para el conteo de Escherichia coli/coliformes

Vi



totales y en cajas Petri con agar verde brillante para enumeracion de STnn.
Amoniaco, acido Urico y urea se midieron colorimétricamente. Se utilizé un
analisis estadistico completamente al azar. Existié un efecto principal debido a
los dias de incubacién, reflejando un efecto del compostaje, tanto en STnn como
en E. coli. Las poblaciones disminuyeron a niveles no detectables para el dia 9.
No se observaron interacciones entre el tratamiento y el dia de incubacién para
STnn 0 E. coli. Los efectos principales del tratamiento se observaron en el
acumulo de amoniaco y la degradacién del acido urico (P<0.05). Los resultados
sugieren que los nitro-compuestos ayudan a preservar el acido urico en la

pollinaza, sin efecto en los conteos de E. coli.
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ABSTRACT

NUTRIMENTAL AND BACTERIOLOGICAL IMPROVEMENT OF POULTRY

MANURE UNDER NITROCOMPOUNDS INFLUENCE

BY:

MARINA ONTIVEROS MAGADAN

The objective was to evaluate the bactericidal action of several nitro
compounds to eliminate pathogens in poultry litter. Composting is effective to
eliminate harmful pathogens, but there is a risk of nitrogen loss such as ammonia,
which limits its use as a feed for ruminants. Ethyl nitroacetate (ENA), 3-
nitropropionate (3NPA), ethyl 2-nitropropionate (E2NPA) and nitroethane (NE)
were used to treat one-year-old poultry litter not treated with antibiotics. The
poultry litter was distributed in tubes and inoculated with 3.0 log10 CFU g
Salmonella thyphimurium (STnn) resistant to novobiacin and naladixic acid and
incubated at 37 ° C for 6 days and subsequently at 50 °C for 3 days. Only buffer
was added to the control. Samples collected at 3, 6 and 9 hours were seeded in
3M Petri-film for the count of Escherichia coli / total coliforms and in Petri dishes
with brilliant green agar for enumeration of STnn. Ammonia, uric acid and urea
were measured colorimetrically. A random statistical analysis was used. A main
effect existed due to the days of incubation, which reflects an effect of composting,
both in STnn and in E. coli. The populations decreased to undetectable levels by
day 9. No interactions were observed between the treatment and the incubation

day for STnn or E. coli. The main effects of the treatment were observed in the
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accumulations of ammonia and the degradation of uric acid (P <0.05). Results
suggest that nitro-treatment can help to preserve uric acid in the composted

poultry litter, without effect on E. coli counts.
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INTRODUCCION

Es de sabios utilizar los recursos disponibles de cualquier fuente de
nutrientes en cualquier parte donde se encuentre el productor ganadero. La
pollinaza provee energia y minerales (Chaudhry et al., 1996) y sobre todo es una
fuente de nitrégeno no proteico, ideal para los rumiantes (Calderdn y Elias, 2006).
Contiene cantidades considerables de acido urico por lo que la hace una buena
fuente de proteina cruda para la suplementacion de rumiantes (Kazemi-
Bonchenari et al., 2017; Bakshi y Fontenot, 1998).

Sin embargo, existe polémica en cuanto a su utilizacién en la alimentacién
del ganado, debido a la inocuidad en lo que respecta al ser humano (Kazemi-
Bonchenari et al., 2017; Fuente y Barboza, 2010) ya que contiene bacterias
patogenas indeseables y resistentes, razon por la cual necesita ser tratada antes
de ofrecerla como alimento (Diario Oficial de la Federacion, 1996). Entre las
alternativas de tratamiento esta el tratamiento por fermentacioén, que consiste en
someter la pollinaza a altas temperaturas (al menos 60°C) por al menos 48 horas
y asi reducir el numero de patdégenos como en el compostaje; ademas es un
método econdémico (Anderson et al., 2009; Bakshi y Fontenot, 1998).
Lamentablemente con esta practica se reduce su valor nutrimental (Castellanos
et al., 2000) debido a la degradacion de acido urico a urea que conduce a la
produccién de amoniaco, el cual se volatiza durante el almacenamiento aerdbico
o anaerdbico (Bakshi y Fontenot, 1998; Kirchmann y Witter, 1989), lo cual
demerita su valor proteico. Los inconvenientes mencionados con anterioridad

llevan a la busqueda de mejores técnicas de procesamiento de la pollinaza para



poder incluirla en la alimentacion de los rumiantes, ya que lo deseable para
cualquier tratamiento de este subproducto es aminorar la produccion de
amoniaco y asi evitar su volatilizacion (Ortiz y Valdivié, 2009; Kim et al., 2006;
Kelleher et al., 2002).

Los nitrocompuestos de cadena corta inhiben a las bacterias
degradadoras de acido urico presente en la pollinaza, evitandose asi las pérdidas
de nitrégeno en forma de amoniaco, lo cual representa una alternativa viable para
mantener el valor nutrimental de la pollinaza, (Kim et al., 2009). Ademas, se ha
demostrado que estos compuestos inhiben a bacterias productoras de metano y
patogenas (Anderson et al., 2009). Sin embargo, existen pocos estudios del
impacto de éstos sobre el composteo de la pollinaza. Por lo que el objetivo de la
presente investigacién fue evaluar el valor nutrimental y bacteriolégico de la
pollinaza al anadirle diferentes nitrocompuestos bajo un tratamiento de
compostaje corto. El beneficio de esta investigacién ayudara en la preservaciéon
del nitrégeno no proteico presente en la pollinaza por el tratamiento del

compostaje asegurando su inocuidad.



REVISION DE LITERATURA

La Pollinaza Como Fuente de Nutrientes para los Rumiantes

En la actualidad se utilizan diferentes estrategias para alimentar al
rumiante buscando aprovechar los recursos disponibles de la mejor manera.
Estos pueden ser desde los mas cotidianos como los forrajes, pastos, granos
hasta los menos convencionales segun la disponibilidad del producto en la
region. Debido al aumento en la poblacion existe un aumento directamente
proporcional en lo que a demanda de materias primas se refiere, lo que deriva en
un aumento de la competitividad por la utilizacién de estos recursos para obtener
nutrientes esenciales para el ganado para que asi produzca carne o leche segun
su funcionalidad zootécnica. Se ha buscado la implementacién de estrategias
como el reciclaje de nutrientes como una buena alternativa para el cuidado al
medio ambiente y ademas para el aprovechamiento de nutrientes por otros
individuos (Reyes et al., 2003). Desde hace muchos afios se han utilizado los
desechos de las granjas avicolas para alimentar al rumiante, y este es el caso de
la pollinaza (Bush et al., 2007; Kelleher et al., 2002; Jeffrey et al., 1998; Chaudhry
et al., 1995; Bhattacharva y Fontenot, 1965). La pollinaza es un subproducto
pecuario que esta constituida por las excretas de pollos en engorda mezclada
con el material que se utiliza para estos animales como la cama y por lo general
puede haber plumas o hasta restos de alimentos, lo que lo hace muy variable en
cuanto a su composicion nutricional (Mahmud et al., 2015; Kelleher et al., 2002;
Tobia et al., 2001; Terzichi et al., 2000). Este es un recurso abundante y

potencialmente contaminante, pero al darle una utilidad se aminora Ia



contaminacion que estos producen al medio ambiente (Mahmud et al., 2015; Kim
et al., 2006; Kelleher et al., 2002). La pollinaza es ampliamente utilizada en la
preparacion de alimentos para rumiante; ya sea ovinos, caprinos o bovinos,
debido a que es una fuente econémica de energia y nitrogeno (Estrada, 2005).
Chaudhry et al. (1995) reportan que se puede suministrar hasta un 50% de la
racion de pollinaza tratada sin tener ningun efecto adverso en la salud del bovino
siempre y cuando se tengan en cuenta el cobre presente al formular la racién y
mas si es suministrada a bovinos productores de leche, ya que estos son mas
susceptibles a este mineral (SAGARPA, 2012). Baluch-Gharaei et al. (2015)
reportan que se puede ofrecer 450 g Kg-! de alimento en la dieta sin hacer dafo
en las dietas para borregos. Se ha observado que no hay diferencias
significativas en la ganancia de peso por dia en ganado bovino para engorda al
ser alimentados con pollinaza en comparacion con una dieta de engorda
convencional, en cuanto a la produccion de leche los resultados reportados por
la literatura muestran que se mantiene la produccion en animales alimentados
con este subproducto (Bhattacharya y Taylor, 1975). Azizi-Shotorkhoft et al.
(2013) indican que no existen variaciones en el pH del liquido ruminal al
implementarse pollinaza en las raciones de los rumiantes.

Composicion quimica. Esta depende del manejo de la cama de los
pollos, ya sea que se utilice una cama de aserrin, de cascarillas de arroz o
cacahuate entre otros tipos de camas (Kelleher et al., 2002; Terzichi et al., 2000).
La pollinaza por lo general tiene en promedio un pH de 8 (Terzichi et al., 2000).
Frecuentemente no tiene mas del 10% de humedad y tiene aproximadamente

30% de proteina cruda de la cual entre un 60-80% es nitrdgeno no proteico
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(Mahmud et al., 2015), un 15% de fibra cruda y un 15% de cenizas, destacandose
la cantidad de calcio con un 8.8% y fésforo con un 2.5% en base seca (Bush et
al., 2007; Bhattacharya y Fontenot, 1965). También se encuentran cantidades de
magnesio, sodio, manganeso, cobre, hierro, zinc y en ocasiones arsénico
(Mahmud et al., 2015; Scott y McCann, 1998).

Valor energético para rumiantes. La pollinaza tiene aproximadamente
2,440 kcal.kg! de energia bruta para bovinos y ovinos haciendo similar su valor
energético a un buen forraje, pero de esta cantidad el aserrin aporta 2,000
kcal.kg™'. (Bhattacharya y Taylor, 1975), lo cual la sitia en desventaja.

Contenido de nitrégeno como fuente de proteina para rumiantes. Este
subproducto es altamente estimado por su valor de nitrégeno para los rumiantes
(Scott y McCann, 1998). Tiene alrededor del 30% de proteina cruda en base de
materia seca y dependiendo del tipo de cama puede aumentar hasta un 32%
(Bhattacharya y Fontenot, 1965). El acido urico representa por lo general un poco
mas de la mitad haciéndolo una buena fuente de proteina cruda para la
alimentacion de rumiantes (Kelleher et al., 2002; Bakshi y Fontenot, 1998; Scott
y McCann, 1998). Los rumiantes pueden utilizar el acido urico presente en la
pollinaza para satisfacer sus requerimientos de nitrégeno de igual manera que lo
aportaria la soya (Bhattacharya y Fontenot, 1965). El acido urico es producido
mediante la descomposiciéon de los nucledtidos como lo son guanina y adenina
con un compuesto intermediario en comun que es la xantina (xanthine) (Mowrer
et al., 2016). El acido urico es una importante fuente de nitrégeno no proteico ya
que se degrada mas lentamente en el rumen que la urea, por lo tanto, existe mas

absorcion de amoniaco en el rumen por los microrganismos (Azizi-Shotorkhoft et
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al., 2013) y puede incrementarse de esta manera la sintesis de proteina
microbiana agregando azucares altamente fermentables como la melaza (Azizi-
Shotorkhoft et al., 2012).

En cuanto a la otra porcion de la proteina bruta, la proteina verdadera, se
encuentra en menor concentracion (Bhattacharya y Taylor, 1975). Los
aminoacidos presentes en ella son glicina, cisteina (1.2-1.7%), arginina (3-3.5%),
treonina (1.9-2.2%), leucina (3.5-4.1%), Valina (2.8-3.3%), lisina (1.9-2.2%) y en
ocasiones metionina (0.5-0.7%) (Kazemi-Bonchenari et al., 2017; Kelleher et al.,
2002). La glicina puede variar con el tipo de cama utilizada, ya que con una cama
de cascaras de cacahuate puede aumentar hasta dos unidades mas que con la
cama de aserrin (Bhattacharya y Fontenot, 1966). Estos mismos autores indican
que existe un coeficiente de digestibilidad de proteina cruda de la pollinaza de
alrededor del 70% cuando se agrega hasta un 25% de la racion.

Formas de utilizacion de la pollinaza en la alimentacion del rumiante.
La pollinaza se ofrece de formas distintas y es utilizada principalmente como
suplemento tanto para animales en pastoreo como para animales en
estabulacion. Para la suplementacion de animales en pastoreo o como parte de
la dieta del ganado en estabulacién se puede ofrecer al rumiante en una mezcla
que contenga alimento concentrado, ya sea granos (sorgo, triticale, maiz y
avena) junto con melaza para darle la palatabilidad adecuada ademas de
disminuir el mal olor. También puede ser mezclada la pollinaza con una porcién
de forraje de alta calidad después del pastoreo (INIFAP, 2007).

Ofrecer la pollinaza en bloques nutricionales puede ser otra alternativa de

suministrarla ya que al mezclarla con ingredientes de alta calidad le proporciona

6



una mejor aceptacion por los rumiantes (INIFAP, 2007), incluso son una opcion
en época de sequia en donde los pastos son de baja disponibilidad y
digestibilidad, caracteristicas que dificultan la obtencion de nutrientes tanto
proteicos como energéticos (INIFAP, 2003).
Salud Publica y su Relacién con la Utilizacién de Pollinaza en la
Alimentaciéon de Rumiantes

La pollinaza es un subproducto econémico de alto valor nutricional para
los rumiantes, pero contiene diversas cantidades de microorganismos patdégenos
que pueden infectar a los rumiantes y por el consumo de derivados de estos a
los humanos (Solimanm et al., 2009; Bush et al., 2007; Himathongkham vy
Riemann 1999; Jeffrey et al., 1998; Scott y McCann, 1998). En cuanto a la salud
humana Haapapuro et al. (1997) indican que existe un aumento en la intoxicacion
alimentaria debido a incrementos en las tasas de resistencia de Salmonella y
Escherichia coli en los humanos debido a la contaminacion de los alimentos.
Estas bacterias se encuentran normalmente en las excretas de los pollos (Suarez
y Mantilla, 2000; Scott y McCann, 1998). Las bacterias sobrevivientes de este
subproducto pasan al animal hospedero y crean resistencia a antibidticos
(Nayarit-Ballesteros et al., 2016). Estas mismas cepas resistentes a antibiéticos
que afectaron primero al animal aparecen después en humano afectando su
salud (Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Haapapuro et al., 1997).

Salmonella. Son un género de bacterias gram negativo, anaerobios
facultativos que reducen los compuestos nitratos a nitritos (Chavez et al., 2016;
Parra et al., 2002). Pertenecen a la familia enterobacteriacea responsables de

causar infeccidén en los humanos como lo es la fiebre tifoidea, salmonelosis y la
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gastroenteritis (Chavez et al., 2016; Solimanm et al., 2009; Parra et al., 2002) con
importante impacto en la morbilidad en nifios y ancianos (Parra et al., 2002), la
mortalidad no es muy comun (Parra et al., 2002). La infeccion por Salmonella es
comun en animales de todo el mundo, donde la infeccién es adquirida via oral
por consumir alimentos derivados o que tengan contacto con aves como lo es la
pollinaza (Solimanm et al., 2009; Liljebjelke et al., 2005; Parra et al., 2002). Estas
bacterias pueden contaminar las canales de animales después del sacrificio. Es
la principal causa de intoxicacion alimentaria en el Reino Unido, Estados Unidos,
y en el Nordeste de Colombia (Koohmaraie et al., 2012; Parra et al., 2002;
Terzichi et al., 2000). La infeccion se lleva a cabo en el intestino delgado y en el
colon, penetrando en las microvellosidades de los enterocitos para después
entrar al torrente sanguineo e introducirse en las células efectoras que secretan
proteinas y a consecuencia desequilibran la funcién celular. El uso de antibiéticos
para obtener mayor producciéon en la medicina veterinaria ha aumentado el
desarrollo de cepas resistentes a los tratamientos en humanos (Solimanm et al.,
2009; Parra et al., 2002). Es necesario vigilar la cadena alimentaria desde los
alimentos hasta la produccién de alimentos carnicos para asi evitar la zoonosis
(Pena et al., 2011). En estudios se ha comprobado que existe la presencia de
Salmonella en carnicos (Bello et al., 1990). Torres et al. (2013) y Corrales et al.
(2008) reportan que han identificado Salmonella en guantes de los
manipuladores de carne de bovinos. Nayarit-Ballesteros et al. (2016), Gragg et
al. (2013) y Koohmaraie et al. (2012) sugieren que la contaminacién con cortes y
carne molida de res se debe a que la Salmonella se encuentra en los nédulos

linfaticos en la carne cruda. Gragg et al. (2013) indican que en un estudio
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realizado en México en las ciudades de Monterrey, Guadalajara y Ciudad de
México en un total de 262 muestras se detect6 la bacteria de Salmonella en 8%
de las carnes compradas, ya sea en supermercados, vendedores y carnicerias.
La sobrevivencia de la Salmonella en la pollinaza ha sido reportada que se debe
tanto a factores quimicos como fisicos dentro de los que se encuentran la
humedad, la temperatura y el pH. Se ha encontrado que crecen en un rango de
pH que va desde 3.6 a 9.5, siendo el pH 6ptimo para su crecimiento cerca del
neutral (Solimanm et al., 2009) y puede ser eliminada a 90°C con 15% de
humedad (Bush et al., 2007; Parra et al., 2002). Solimanm et al. (2009) encontré
que los factores mas significativos para evitar la sobrevivencia de Salmonella son
el pH de la pollinaza y la humedad relativa.

Escherichia coli. Es una bacteria anaerobia facultativa de la flora normal
del intestino tanto de animales como de humanos, comunmente causan diarreas
en nifos menores de dos afos reportandose elevadas tasas de mortalidad en
nifios menores de seis meses en México (Ballmer et al., 2007; Vidal et al., 2007;
Winfield y Groisman, 2003; Flisser et al., 2002). La enfermedad empieza cuando
las personas han adquirido poblaciones de E. coli por la ingestion de comida
contaminada provocando un desequilibrio poblacional en el nicho de bacterias en
el intestino (Winfield y Groisman, 2003). La E. coli fue reconocida como patdégeno
asociado en el consumo de carne de res en 1982 (Riley et al., 1983.). y en la
actualidad se han identificaron poblaciones de Escherichia coli en guantes de los
manipuladores de canales de res (Corrales et al., 2008). Es necesario poner
vigilancia para disminuir las poblaciones de E. coli contaminantes de alimentos

de origen animal para humanos y aumentar las buenas practicas en la
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elaboracion de alimentos ya que se encuentra en los nodulos linfaticos y estos
fueron infectados debido al mal manejo de heces de otros animales que se les
administran como alimentos alternativos como lo es la pollinaza (Barkocy-
Gallagher et al., 2003).

Tratamientos para la Eliminacién de Patégenos en la Pollinaza

En el Codex alimentarius se recalca que se debe establecer un sistema de
inocuidad en la elaboracion de piensos que son destinados para los animales que
se van a ser consumidos por los humanos (FAO y OMS, 2009). Por ende, antes
de ofrecer la pollinaza al rumiante se debe de dar un procesamiento para eliminar
el total o lo mas posible de los organismos patégenos presentes (Ruiz-Barrera et
al., 2018; Baluch-Gharaei et al., 2015; Kwak et al., 2005). Por lo tanto, se llevan
a cabo practicas para aminorar la presencia de patdégenos como la Salmonella y
la E. coli que puedan percutir en la salud humana. Estas son el apilamiento
profundo (deep-stacking), el calentamiento o secado, el compostaje entre otras
(Arzola et al., 2017; Ruiz-Barrera et al., 2016; Baluch-Gharaei et al., 2015; Kwak
et al., 2005; Haapapuro et al., 1997; Kirchmann y Witter. 1989).

Apilamiento profundo. Esta técnica es la mas utilizada ya que sélo
consta del apilamiento de la pollinaza empleando por lo general un pozo con una
profundidad de 1.2 m o mas para impedir la putrefaccion de la pollinaza sin utilizar
algun equipo especial (Kwak et al., 2005; Chaudhry et al., 1995). Baluch-Gharaei
et al. (2015) aseguran que el apilamiento profundo es un método efectivo y
confiable para eliminar los patdégenos que se encuentran en la pollinaza donde
se alcanzan temperaturas de entre 40-60°C (Baluch-Gharaei et al., 2015; Kwak

et al., 2005; Bakshi y Fontenot, 1998). Sin embargo, con esta técnica el nitrégeno
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total y el carbono total tienden a disminuir (Baluch-Gharaei et al., 2015; Lopez et
al., 2002), perdiendo el potencial de obtencién de nitrégeno para el rumiante
(Lopez et al. 2002). Esto ocurre debido a que el nitrégeno en la pollinaza, en sus
varias formas, es transformado por microorganismos dependiendo del pH,
temperatura, humedad y presencia de oxigeno (Kelleher et al., 2002). A mayor
actividad microbiana en la pollinaza mayor es la perdida de amoniaco (Kim et al.,
2006). Kelleher et al. (2002) indican que en condiciones medioambientales un
gran porcentaje de nitrogeno es convertido a amoniaco. En pollinaza fresca se
puede perder entre un 40-90% del nitrégeno en forma de amoniaco (Mahmud et
al. 2015). En este tipo de procesamiento se reporta que entre mayor la
profundidad mayor la formacién de amoniaco (Bush et al., 2007). Ademas, estos
mismos autores reportaron que a 15 cm sobre el nivel del suelo se produjeron
3.64 gkg'ya213 cm se produjeron 4.27 g kg-!. El amoniaco se puede presentar
en forma de gas (NH3) o en forma ionizada (NH4)* ambos presentando solubilidad
en agua; lo alarmante es que el NH3 puede ser perdido por la volatilizacion hacia
la atmosfera contaminandola (Mahmud et al., 2015; Kim et al., 2006; Kelleher et
al., 2002). Mientras que el NH4 puede ser utilizados por digestion anaerdbica por
microorganismos nitrificantes convirtiéndolo a nitrato para después utilizar el
amoniaco para sintetizar proteina bacteriana (Ramirez et al., 2014; Rodriguez et
al., 2007; Kelleher et al., 2002). Se ha encontrado que el amoniaco reduce
significativamente patégenos no formadores de esporas (Himathongkham vy
Riemann 1999) pero cuando la pollinaza es degradada anaerdbicamente por los
microorganismos presentes se expide un exceso de amoniaco teniendo este un

potencial de destruir compuestos organicos y perdiéndose éstos en forma de
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acidos volatiles ademas de disminuir la cantidad de acido urico presente en la
pollinaza perdiendo su potencial como alimento rico en proteina no proteica
(Arzola et al., 2017; Ruiz-Barrera et al., 2017; Mahmud et al., 2015). Ademas,
Kwak y Huh (2004) aislaron colonias de Salmonella con este método, haciéndolo
un tanto deficiente en cuanto a la inocuidad como en la retencién de nitrégeno.

Calentamiento y secado. Esta practica ha sido muy atractiva para el
sector salud, ya que el calentamiento aniquila a los patdégenos con mayor
efectividad que al tratar la pollinaza con apilamiento profundo (deep-stacking)
(Himathongkham y Riemann 1999; Haapapuro et al., 1997). Este proceso
consiste en poner la pollinaza en un tambor o un secador en donde por medio de
aire caliente la temperatura es elevada como en un horno alcanzando
temperaturas hasta de 150°C (Haapapuro et al., 1997). Este tratamiento es caro
y ademas las temperaturas que se emplean para secar reduce el valor
nutrimental ya que se reduce la proteina presente (Kwak et al., 2005; Haapapuro
et al., 1997).

Compostaje. Este método estd mediado principalmente por
microorganismos termofilos para producir el calor y asi generar un producto
estable y libre de patéogenos (Riera et al., 2014; Kelleher et al., 2002). El
compostaje es la descomposicién y estabilizacién biolégica de los materiales
organicos que se suministran a este tratamiento (Mahmud et al., 2015; Riera et
al., 2014). Es reconocido como un tratamiento natural para suministrar recursos
organicos y cerrar los ciclos naturales que han sido interrumpidos por el
abandono de técnicas naturales (Moreno y Moral, 2008). Los residuos organicos

siempre tienen un numero determinado de microorganismos endégenos como E.
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coli, Salmonella, entre otros dependiendo de la procedencia del recurso. Por lo
tanto, la importancia de este proceso biologico es estabilizar la poblacion
microbiana patdgena por medio de temperatura (Kelleher et al., 2002).

Las variables que afectan a los sistemas de compostaje ya sean de
pequefa escala (nivel laboratorio) o a escala industrial se pueden clasificar en
dos tipos principales que son los parametros de seguimiento y los parametros de
origen (Moreno y Moral, 2008).

Los parametros de seguimiento corresponden a aquellos que se van
midiendo a lo largo del proceso de composteo para asegurar que el proceso se
lleve correctamente (Moreno y Moral, 2008). En esta seccion se mide la
temperatura, la humedad, el pH, y la presencia o ausencia de oxigeno
dependiendo de lo que se quiera medir (Moreno y Moral, 2008), para este caso
se tomara en cuenta la anaerobiosis.

La temperatura es fundamental, ya que cada especie de microorganismo
tiene un intervalo de temperatura 6ptima en el que su actividad es mayor y
ademas mas efectivas teniendo en cuenta que no es muy recomendable elevar
la temperatura. A temperaturas elevadas los nutrientes se transforman o se
volatizan en mayor porcentaje por lo tanto se debe tener en cuenta la temperatura
ideal (Moreno y Moral, 2008). Mahmud et al. (2015) indican que la temperatura
deseable para compostar va en un rango de entre 55°C a 60°C ya que arriba de
esta temperatura los compuestos nitrogenados se pierden formando el amoniaco
si se compostea en un periodo de tiempo largo, lo cual es indeseable que se

pierda.
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La humedad en el proceso del compostaje es esencial ya que éste es un
proceso bioldgico en donde sucede la descomposicion de la materia organica,
por lo que es de suma importancia la presencia del agua en la composta (Moreno
y Moral, 2008). La humedad es una variable critica para la formacion del
compostaje ya que pequefias variaciones de humedad provocan grandes
cambios en la temperatura (Garcia, 2016).

El pH es primordial, si existe un descenso del pH drastico indica que las
condiciones anaerobicas estan liberando acidos organicos disminuyendo la
calidad del alimento (Moreno y Moral, 2008). El pH tampoco se debe elevar por
encima de 7.5 ya que existe una descomposicion de la fuente de nutrientes
eliminando asi el objetivo de utilizarlo como alimento. Por otra parte, la
degradacién organica se inhibe a pH bajos por lo tanto Mahmud et al. (2015)
sugieren que este debe mantenerse en un rango de 6.5 a 7.2. Esto se puede
mantener con un buen equilibro de C: N ya que en las reacciones bioquimicas se
liberan didéxido de carbono (que es un acido débil) y NH3 (que es una base débil)
haciendo el compostaje un proceso donde se puede mantener en un rango
neutral (Mahmud et al., 2015; Haug, 1993).

Moreno y Moral (2008) indican que los parametros de origen a diferencia
de los parametros de seguimiento son los que se encuentran en relacion con el
inicio del proceso; van de acuerdo con la naturaleza del sustrato. En estos
parametros se evalua el tamafo de particula, la relacion carbono y nitrégeno,
nutrientes y materia organica. El tamafo inicial de las particulas del sustrato a

compostar es necesario tomar en cuenta debido a que entre mayor sea la
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superficie expuesta mayor sera el ataque microbiano acelerando o no la
velocidad de descomposicion (Moreno y Moral, 2008).

Al momento de compostar se busca que se retenga la mayor parte de
carbono y nitrégeno en el producto, es por esto por lo que se mide la relacién de
carbono y nitrégeno (Bohorquez et al., 2014). La relacion C: N es un factor muy
importante explican Escobar et al. (2012) debido a que influye en la velocidad en
el que la cantidad de amoniaco se volatiza en la composta. Entre menor sea la
relacion C: N mayor sera la perdida de amoniaco (Kelleher et al., 2002). Esta
relacion debe ser 30 carbonos por una de nitrégeno, si la relacion es menor el
compostaje es mas rapido pero el exceso de nitrogeno se desprende en forma
amoniacal produciéndose una auto regulacion de la relacion C: N del proceso
(Moreno, 2008). Kelleher et al. (2002) menciona que las desventajas de
compostar la pollinaza es que se pierde nitrégeno y otros nutrientes, pero retiene
mas amoniaco que otros tipos de tratamientos. Durante el proceso de amoniaco
el acido urico es la fuente de nitrdgeno mas dominante de la pollinaza y este es
convertido en alantoina por un grupo de microorganismo que contienen la enzima
uricasa (Kim y Patterson, 2005), para después ser convertidos por otras enzimas
microbianas a NHz por lo que al interrumpir la serie de reacciones enzimaticas
que producen estos microrganismos es una estrategia que se puede utilizar para
retener el acido urico en la pollinaza (Mowrer et al., 2016; Kim et al., 2006).

Ademas, Dolliver (2008) reporta que por medio del compostaje se puede
reducir concentraciones de antibiéticos solubles en agua y la monensina. En el
estudio por Dolliver (2008) realizo un compostaje de un periodo de 22- 23 dias

tuvo como resultados la degradacion rapida de la clortetraciclina hasta un 99%,
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la monensina y la tilosina se degrada gradualmente hasta un 54-76% a partir del
dia 17 pero la sulfametazina no se degrada.
Nitrocompuestos para la Conservacién de Nitrégeno

Los nitrocompuestos son cadenas de hidrocarburos que contienen un
grupo nitro (Feduchi et al., 2011) y han sido encontrados recientemente ser una
alternativa viable para evitar la utilizacion de los antibioticos e ionéforos (Brown
et al., 2011) en las dietas de rumiantes, para disminuir la emision del gas metano
al medio ambiente, acelerando el calentamiento global (Broucek, 2014; Bonilla y
Lemus, 2012; Carmona et al., 2005). El grupo activo nitro es importante para la
reduccion de los procesos bioldgicos por lo que se han demostrado ser aceptores
de electrones en la fase terminal de la fermentacién ruminal (Morales, 2012),
reduciendo la produccién de metano (Zhang y Yang, 2011).

Los nitrocompuestos mayormente utilizados en las investigaciones de esta
indole son los clasificados como alifaticos y aromaticos dependiendo de la
presencia de los diferentes alcalis (Zhang et al., 2018). Ejemplos de los
nitrocompuestos utilizados son el 3-nitro-1-propionico, nitroetano, 2-nitroetanol,
2-nitro-1-propanol (Correa et al., 2017; kim et al., 2006; Anderson et al., 2003).
Sin embargo, sélo se describiran los utilizados en esta investigacion.

El acido 3 nitropropionico (3NPA) ha sido ampliamente estudiado, es
también llamado 3 nitropropionato, acido B-nitropropionico (Shaw y DeAngelo,
1969), acido hiptagénico (Soriano del Castillo, 2015; Candlish et al., 1969) y
bovinocidin (Anzai y Suzuki, 1960). Es una toxina soluble en agua que tiene la
capacidad de vasodilatar los vasos periféricos que disminuye el ritmo de

circulacion sanguinea hacia el cerebro ademas de la conversion de hemoglobina
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a metahemoglobina que causa una reaccion anoéxica resultando la ineficiencia de
la hemoglobina para transportar oxigeno (Soriano del Castillo, 2015; Cortés-
Sanchez y Mosqueda-Olivares, 2013). A nivel molecular este compuesto actua
en la inhibicidn de la enzima succinato-deshidrogenasa por medio de la oxidacién
del acido 3-nitropropionico a 3 nitroacrilato por lo que causa que se bloquea la
enzima ya que forma una adherencia con la base catalitica de arginina en el sitio
de accion (Huang et al., 2006). En rumiantes pueden disminuirse los efectos
toxicos por esta toxina con Denitrobacterium detoxificans, estas son un grupo de
bacterias anaerobias gram-positivas, (Anderson et al., 2000). No sodlo tiene
efectos negativos también se utiliza para usos farmacolégicos como en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Guridi et al., 2004), enfermedad de
Huntington (Serrano, et al., 2011) entre otros padecimientos neurolégicos. No
existe evidencias que esta toxina sea carcinogénica ni mutagénica (Soriano del
Castillo, 2015). El metabolito 3 nitropropidnico es un metabolito secundario de las
siguientes plantas: Cirsium avense, Astragalus falcatus (Strange, 2017), Lotus
uliginosus L. pedunculatus, Securigeva oriontalis, Coronilla varia, Securigeva
parviflora, Coronilla viminalis, Securigeva securidaca, Corynocarpus laevisatus,
Securigeva varian, Hippocrepis balearica, Scorpiurus muricatus, Hippocrepis
comosa, Scorpiurus vermicutatus, Hippocrepis emerus, Viola ordarata,
Hippocrepis unisiliquosa, Indigofera spicata (Sanberg, 2000; Hamilton, 1999). En
Indigofera spicata el metabolito precursor de la formacion de este nitrocompuesto
es acido maldénico o algun derivado de malonato ya sea malonil
monohidroxamato-2 u otro. (Candlish et al., 1969; Francis et al., 2013). Francis

et al. (2013) explican que por medio del malonato seguido de una reaccion para
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convertirlo en malonil CoA por una tioquinasa. Seguido de esta reaccion la
malonii CoA es aminado e hidroxilado para convertifo a
malonilmonohidroxamato. Este es reducido para después producir un compuesto
nitroso que va al segundo paso de la oxidacién para formar el 3-nitropropionato.
Se explica que si no hay disponibilidad del malonil CoA entonces es incorporado
un 14C, un intermediario del metabolismo en las plantas y formar el 3-
nitropropionato (Francis et al., 2013).

Casi no existe informacién del etilo de nitroacetato (ENA). Pero el
nitroacetato es un analogo del compuesto malonato el cual reacciona con la
enzima deshidrogenasa por lo que inhibe la oxidacion del succinato en el
transporte de electrones en las mitocondrias; esta inhibicion es reversible (Alston
et al., 1980). Shipchandler (1979) indica que este éster derivado del acido
nitroacético es de suma importancia en la sintesis de numerosos aminoacidos y
compuestos derivados.

De igual manera no existe mucha informacion del etilo de 2-nitropropionato
(E2NPA) que es un nitrocompuesto alifatico (Feng, 2016). También llamado etilo
de 2-nitropropanoate (National Center for Biotechnology Information, 2018). Se
ha encontrado que el 2 nitropropano es isoelectrénico con la alanina y funciona
como un sustrato para la enzima flavoenzima aminoacido oxidasa (Alston et al.,
1980). Ademas, Alston et al. (1980) describen que es un inhibidor de las enzimas
fumarasa y aspartasa como el 3-nitropropionico, pero este es reversible (Alston
et al, 1980). Tiene una gran afinidad a la succinato deshidrogenasa vy
quimicamente muy similar a un antibiético toxico elaborado por Streptomyces

noursei llamado acido nitraminoacetic (Alston et al., 1980). Kar et al. (2016)
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encontraron que este nitrocompuesto se produce en las plantas Elaeagnus
pyriformis 'y Myrica nagi utilizadas para fines medicinales en la India.

El nitrocompuesto alifatico nitroetano (NE) es incoloro, con aspecto
aceitoso es insoluble en agua que no se ha encontrado ser producido
biolégicamente (Zhong et al., 2018). Se ha encontrado que disminuye desde el
44% al 69% de las emisiones de metano al ser suministrado en la fermentacion
ruminal (Brown et al., 2011; Gutiérrez-Bafnuelos et al., 2008; Anderson et al.,
2006). Se ha encontrado que este nitrocompuesto disminuye la concentracion de
H2 e impide la oxidacion del formato aminorando la metanogénesis (Anderson et
al., 2010) Boz’ic, et al. (2009) indica que lamentablemente la produccién del acido
graso volatil acético se reduce con este nitrocompuesto. También se ha
encontrado que el nitroetano inhibe el crecimiento de patdégenos que infectan al
humano por medio de los alimentos de origen animal contaminados como lo es
la Salmonella y Escherichia coli (Gutiérrez-Bafiuelos et al., 2007).

Aplicacion de los nitrocompuestos en la alimentaciéon animal. Kim et
al. (2006) conscientes de su toxicidad demostraron que ciertos nitrocompuestos
de cadena corta tienen la capacidad de inhibir la produccion de urea por lo tanto
existe posibilidad de que por medio de estos se pueda inhibir también la
degradacién de urea de la pollinaza para asi conservar este potencial nutriente
después o al estar recibiendo un tratamiento para que sea inocuo (Kim et al.,
2009; Kim et al., 2006) Esto principalmente a que existe una reduccion de la
bacterias utilizadoras de acido urico (Ruiz-Barrera et al., 2017), donde se ha
observado un aumento de la retencion de nitrogeno hasta un 50% del valor total

de la pollinaza. Esto debido a que se han encontrado que los nitrocompuestos
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pueden interrumpir las reacciones enzimaticas en la pollinaza para evitar la
formacion de amoniaco y perder el valor nitrogenado de la pollinaza en la
volatilizacién de éste (Kim et al., 2006). Anderson et al. (2009) demostraron que
los nitrocompuestos ademas de inhibir el crecimiento de bacterias productoras
de metano también inhiben el crecimiento de patdégenos que afectan a la salud
del ganado. Ultimamente se ha comprobado tanto en estudios in vitro como in
vivo que estos compuestos tienen efecto bactericida sobre bacterias patégenas
tales como Campylobacter spp., Salmonella spp., E. coli O157:H7 y Shigella sp.
por lo que pueden coadyuvar al tratamiento de compostaje para asegurar la salud
tanto del animal como del humano (Ruiz-Barrera et al., 2017; Mowrer et al., 2016;
Smith y Anderson, 2013; Dimitrijevic et al., 2006; Kim et al., 2006; Jung et al.,
2004).

Ademas, se ha observado que al acidificar el producto se retiene el
amoniaco y entre mayor alcalinidad mas se volatiliza (Mowrer et al., 2016;
Kirchmann y Witter, 1989). De esta forma se consigue limpiar el aire de amoniaco
procedente de la volatilizacién de este compuesto en la pollinaza durante el
proceso de compostaje y se retiene ademas el contenido de nitrégeno
conservando su valor proteico para ofrecerse como alimento a los rumiantes.
Ademas, entre mayor el pH mayor la poblacién de bacterias (Terzichi et al., 2000)
ya que se ha observado que se reducen las poblaciones de Salmonella y E. coli
con un pH de 4 (Solimanm et al., 2009). Mowrer et al. (2016) indica que al afadir
nitropropanol y nitroetanol acidifican la pollinaza disminuyendo asi la produccion

de amoniaco; por lo que retuvo la cantidad de acido urico en la pollinaza.
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MATERIALES Y METODOS

Diseno del Experimento

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Investigacion en
Agricultura del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos ubicado en
3833 S Texas Ave Street 112, College Station, Texas 77802-4000.

En el primer experimento se evaluo el efecto de cuatro tratamientos de
los nitrocompuestos: etilo de nitroacetato (ENA), 3-nitropropionato (3NPA), etilo2-
nitropropionato (E2NPA), nitroetano (NE) y un control. La pollinaza fue rociada
con cada uno de los tratamientos y posteriormente se sometié a un periodo de
compostaje de tres dias. Las muestras se recolectaron en el dia 0 y 3. En el
segundo experimento se evalud el efecto de los nitrocompuestos ENA y 3NPA y
un control, simulando un compostaje de larga duracion que consté de nueve dias.
Las muestras de cada tratamiento se recolectaron los dias 0, 3, 6, y 9.

La pollinaza, se recolecté de una granja de las instalaciones de la
Universidad Texas A&M, la cual contaba con aproximadamente un afo de
antigiiedad y en ella se criaron 2 0 3 grupos de pollos de engorda que no tuvieron
exposicion a antibiéticos o coccidiostaticos. La pollinaza se depuré en un cernidor
que solo permitié pasar particulas de 17 mm de diametro y al momento de su uso
en los experimentos esta no contaba con Salmonella o Campylobacter viables,
lo que fue comprobado con métodos cualitativos de cultivos tradicionalmente
utilizados en microbiologia.

En el primer experimento se rociaron por separado, una porcion de 200

gramos de la pollinaza con 100 mL de etilo de nitroacetato (ENA), otra porcidn
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de 200 gramos con 100 mL 3-nitropropionato (3NPA), la misma cantidad con etilo
de 2-nitropropionato (E2NPA) y por ultimo otra porcién con 100 mL de nitroetano
(NE). Cada solucién de los nitrocompuestos fue previamente preparada a una
concentracion de 80 mM, El solvente utilizado fue un buffer de fosfato (0.1 M) con
pH 6.5 para lograr una proporcion de 25 umol de nitrocompuesto por gramo de
pollinaza. Los controles se rociaron con 100 mL del buffer antes mencionado.
Posteriormente, 11 gramos de la mezcla de pollinaza con cada uno de los
tratamientos y el control se distribuyeron en tubos coénicos para centrifugacion
con capacidad de 50 mL, por lo que se obtuvieron 6 tubos por cada tratamiento.
Cada tubo se inoculé con 2 mL de Salmonella typhimurium (STnn) resistente a
novobiocina y acido naladixico por el método descrito por Ruiz-Barrera et al.
(2017), esto ultimo con la finalidad de lograr un crecimiento de 4.0 log1o unidades
formadoras de colonias por cada gramo de pollinaza. Por ultimo, los tubos fueron
sellados con parafilm e incubados por 3 dias a una temperatura de 37°C en un
ambiente anaerdbico del100% de COs.

En el segundo experimento la pollinaza fue preparada de la misma manera
excepto que fue tratada con ENA, 3NPA o el buffer para el caso del control. La
mezcla de cada uno de los tratamientos fue distribuida en 12 tubos conicos para
centrifugacion. Los tubos fueron incubados en las mismas condiciones de
anaerobiosis que en el experimento 1 pero por 6 dias a temperatura de 37°C y
luego 3 dias a 50°C para simular una composta de duracién corta.
Determinacion de los Conteos de S. typhimurium (STnn) y E. coli

Para determinar los conteos de S. typhimurium (STnn) Y E. coli en ambos

experimentos se recolectaron 10 g de muestra de cada tubo de cada uno de los
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tratamientos en cada dia de muestreo y se diluyeron en 90 mL de la solucion
buffer, se agité por 30 minutos e inmediatamente se filtré con gasas estériles. Del
sobrenadante se tomd 1 mL y se hicieron diluciones seriadas hasta 1 x10'9. De
cada dilucion se tomo6 un mL para sembrarse en peliculas de Petri-film 3M E. coli
coliforme! y para Salmonella en placas con agar verde brillante suplementado
con 20 y 25 uyg mL-" de novobiocina y acido naladixico respectivamente, de igual
manera se realizé tanto para la recuperacion cuantitativa de E. coli silvestre y la
cepa modificada STnn.
Determinacion de las Concentraciones de Amoniaco, Acido Urico y Urea

En ambos experimentos las diluciones iniciales (1:10) de cada muestra se
analizaron por el método colorimétrico descrito por Chaney y Marbach (1962).
Anidlisis Estadisticos

En el primer experimento se utilizé un disefio completamente al azar. La
prueba para la comparacion de medias utilizada fue la de Dunnett debido a que
se tiene un control haciendo esta comparacion la adecuada. Los datos fueron
analizados mediante el software SAS 9.0 con una confiabilidad del 95%.

En el segundo experimento se utilizé un disefio completamente al azar con
arreglo factorial en donde se analizé la varianza con un ANOVA para medidas
repetidas. La comparacion de medias se utilizé la prueba DMS (diferencia minima

significativa) mediante el software SAS 9.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los Nitrocompuestos en las Poblaciones de Salmonella
Typhimurium (STnn) y Escherichia coli

En el primer experimento el andlisis de varianza de medidas repetidas
reveld un efecto principal (P <0.05) del tratamiento en las poblaciones de STnn
(Grafica 1) pero no en los conteos de E. coli (Gréafica 2). Se puede observar
ademas una disminucién de los conteos de STwv > 1,0 logio en cada nitro-
tratamiento (4,2 £ 0,2 log'’ CFU g') en comparaciéon con los controles. En la
poblacion de Salmonella, Mowrer et al. (2016), Kim et al. (2009), Dimitrijevic et
al. (2006) y Jung et al. (2004) indican que existe una disminucion en los conteos
de estas bacterias patégenas cuando se emplean los nitrocompuestos. Gutiérrez-
Bafnuelos et al. (2007) reporta que el nitroetano en un ambiente anaerobio
(ambiente ruminal) redujo las poblaciones de Salmonella entre un 80-100%. En
otro estudio realizado por Ruiz-Barrera et al. (2017) también observaron una
disminucién de la poblacién de Salmonella typhmiurium de 3.2 log 10 UFC g
cuando emplearon nitroetano, 2-nitroetanol, 2-nitropropanol y etilo de nitroacetato
con una concentracion de 44 mM en un ambiente aerobio, al compostear
pollinaza, comparado con el control. La reduccion en el conteo de colonias de
esta bacteria patégena pudiera estar vinculada con los esteres presentes en los
nitrocompuestos, ya que se ha encontrado que tanto el grupo metileno, etilo como
el propilo son agentes efectivos contra bacterias gram negativas ejerciendo una
funcidn bacteriostatica disminuyendo asi el crecimiento de colonias (Yossa et al.,

2017; Rembe et al., 2016; Aalto et al., 1953). Esto se comprueba en un estudio
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Gréfica 1. Efecto de diferentes nitrocompuestos (ENA, 3NPA, E2NPA, NE) en las
poblaciones de Salmonella typhimurium en pollinaza durante 3 dias de
incubacion. “Diferencia significativa (P<0.05).
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Gréfica 2. Efecto de diferentes nitrocompuestos (ENA, 3NPA, E2NPA, NE) en las
poblaciones de Escherichia coli (B) en pollinaza durante 3 dias de incubacion.
‘Diferencia significativa (P<0.05).
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que realizaron Castafieda et al. (2017) en la fermentacién de compuestos
organicos en un ambiente anaerobio ruminal. Estos autores explican que el
nitrocompuesto 3NPA se comportd como agente bacteriostatico y no bactericida
en las poblaciones de S. typhimurium. Ellos lo atribuyen a que inhibe la actividad
de enzimas que utilizan esta bacteria que son la hidrogenasa y la formato
deshidrogenasa para el balance redox del S. typhimurium. Yossa et al. (2017)
explican que las cadenas de metilenos, como las de los nitrocompuestos, son
utilizadas farmacéuticamente para el control de crecimiento de microrganismos
debido a que interactian con la membrana formando puentes entre los
fosfolipidos y los grupos metilenos por lo que causan una disfuncion en la
permeabilidad de la membrana aumentando su fluidez y por ultimo causando la
destruccion de la bacteria. En un ambiente aerobio al compostear la pollinaza
Ruiz-Barrera et al. (2016) sefalan que la poblacién de Salmonella no se vio
afectada cuando utilizaron una concentraciéon de 12 mM de nitroetano a
temperatura ambiente. Por lo que se puede observar que en ambientes
anaerobios se puede reducir la dosis a utilizar de nitrocompuestos para que sea
efectiva. Con respecto a los conteos de E. coli, Gutiérrez-Bafiuelos (2007)
encontrd un resultado similar a lo encontrado en este estudio. Ellos atribuyen este
efecto a que la dosis que se suministré fue muy baja y es probable que el
nitrocompuesto probado (nitroetano) haya sido consumido por poblaciones de
bacterias utilizadoras de este tipo de compuestos.

En el segundo experimento, los resultados de los conteos de STany E. coli
(Graficas 3 y 4) muestran que hubo efecto del factor tiempo de incubacion

(P<0.05) pero no de los tratamientos con nitrocompuestos (P>0.05) o su
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Grafica 3. Efecto del tratamiento con nitrocompuestos (ENA, 3NPA) y el tiempo
de incubacion en las poblaciones de Salmonella typhimurium en la pollinaza
composteada. La diferencia significativa entre medias (P<0.05) se indican con a,

b,cyd.
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Grafica 4. Efecto del tratamiento con nitrocompuestos (ENA, 3NPA) y el tiempo
de incubacion en las poblaciones de Escherichia coli en la pollinaza
composteada. La diferencia significativa entre medias (P<0.05) se indican con a,
b,cyd.
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interaccion (P>0.05) durante el compostaje de pollinaza. Se puede observar
ademas cémo el efecto del dia de compostaje en las poblaciones de STwv y E.
coli es claramente evidente, reflejando el eficiente control biolégico que ejerce un
proceso de compostaje. Todos los nitrocompuestos causaron disminuciones
logaritmicas al doble de las poblaciones de STnn durante la fase temprana del
compostaje con respecto al control. La temperatura puede controlar las
poblaciones de bacterias si se mantiene por largo tiempo ya sea a 60 6 70° C
(Lépez et al., 2002), incluso si son temperaturas menores a 54° C (Jeffrey et al.,
1998). Estos mismos autores reportan que la temperatura generada por el
apilamiento y el amoniaco, producido por la degradacién del acido urico y urea,
es bactericida para agentes patdégenos como la Salmonella en la composta de
pollinaza. Aunque Lopez et al. (2002) indican que el mantenimiento de
temperaturas elevadas puede producir reacciones espontaneas de oxidacion
quimica y provocar la destruccion de microorganismos patdégenos. En otro
estudio realizado por Kwak et al, (2005) encontraron que por medio de
apilamiento profundo de pollinaza los patégenos redujeron su crecimiento por el
calentamiento que se produjo en el sustrato, pero ellos resaltaron ademas que
no soélo este factor seria el causante, sino que también otros factores pudieran
haber influenciado como lo es la toxicidad por amoniaco o también pudo haber
influido la competencia entre microorganismos como en cualquier ecosistema.
Efecto de los Nitrocompuestos en las Concentraciones de Amoniaco, Acido
Urico y Urea

El efecto de los diferentes nitrocompuestos probados (ENA, 3NPA,

E2NPA, NE) en el metabolismo del acido urico y sus metabolitos (urea y
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amoniaco) en la pollinaza composteada por 3 dias se muestran en las graficas 5,
6 y 7. Los efectos principales del tratamiento solo se observaron en la
degradacién de acido urico y en la acumulacion de amoniaco (P <0.05). Los
resultados revelan que el E2ZNPA y NE promovieron la produccion de acido urico
durante el compostaje de la pollinaza (P<0.05), permaneciendo un 18 % mas de
este acido en la composta tratada con E2ZNPA y NE con respecto al control y la
pollinaza tratada con ENA (18.1 £ 3.8 uymol g'y 185 £ 5.0 umol g7,
respectivamente). La acumulacion de amoniaco fue entre un 17 a 24 % menor
en la pollinaza tratada con los nitrocompuestos ENA y E2ZNPA con respecto al
control (3.4 £ 1.4 ymol g'). Kim et al. (2006) reportan resultados similares a este
estudio cuando se utilizaron nitroetanol, nitropropanol y acido nitropropionico a
una concentracién de 50 mM ya que se redujo la volatilizacion de amoniaco. Ellos
reportaron que sus resultados se debieron a una reduccién del crecimiento de los
microorganismos utilizadores de acido urico ya que a las 6 horas se presenté una
disminucion en su crecimiento en comparacion con el control. Los mismos
autores cultivaron en medios de cultivos microbianos microorganismos
utilizadores de acido urico y después de 6 horas de incubacidon con los
nitrocompuestos tuvieron resultados similares a los valores anteriores. Pero no
todos los nitrocompuestos tienen esta capacidad de reducir la poblacion de
bacterias utilizadoras de acido urico ya que en el mismo estudio Kim et al. (2006)
reportaron que el nitroetano que fue probado no disminuyé el crecimiento, sino
que aumento significativamente el crecimiento de colonias medidas a las 6 horas

de incubacion. En el presente estudio el acido urico con el NE se encuentra en
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Grafica 5. Efecto de diferentes nitrocompuestos (ENA, 3NPA, E2NPA, NE) en la
produccion de acido Urico en pollinaza durante 3 dias de incubacion. "Diferencia
significativa (P<0.05).
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Gréfica 6. Efecto de diferentes nitrocompuestos (ENA, 3NPA, E2NPA, NE) en la
acumulacion de urea en pollinaza durante 3 dias de incubacion. "Diferencia
significativa (P<0.05).
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Gréfica 7. Efecto de diferentes nitrocompuestos (ENA, 3NPA, E2NPA, NE) en la
acumulacion amoniaco en pollinaza durante 3 dias de incubacion. "Diferencia
significativa (P<0.05).
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una concentracion por encima de los demas nitrocompuestos al igual que el
E2NPA. Posiblemente aumenté el crecimiento de las colonias utilizadoras de
acido urico aumentando la cantidad de acido urico para después consumirlo. Los
resultados de los demas nitrocompuestos de este estudio, al igual que
nitropropanol, acido nitropropionico que fueron utilizados por Kim et al (2009),
redujeron la cantidad del acido urico.

Los resultados para la urea cuando se utilizaron los nitrocompuestos
fueron inferior al control a los 3 dias de compostaje, pero estas diferencias no
fueron significativas.

En el experimento 2 la concentracidn de acido urico no mostré efecto de
la interaccion entre la adicidon de nitrocompuestos y tiempo de incubacion (Grafica
8). Se puede apreciar como la concentracion del acido urico fue mayor en el
tratamiento de 3NPA (P<0.05) con respecto al control y al ENA. No se encontré
efecto del tiempo de incubacién en los tres tratamientos (P<0.05). Resultados
similares se obtuvieron en el estudio realizado por Ruiz-Barrera et al. (2017) en
donde nitrocompuestos mezclados con pollinaza a razén de 44 mM de etilo de
nitroacetato, 2-nitroetanol y 2-nitropropanol redujeron la pérdida de acido urico
preservando el nitrégeno en la pollinaza La concentracion de urea aumentd mas
rapidamente (P<0.05) en los primeros 3 dias de incubacién (Grafica 9) en la
pollinaza sin tratar que en la pollinaza tratada con 3NPA o ENA (2.3 + 0.6, 1.5+
0.4 y 0.5 £ 0.6 umol g'por hora, respectivamente). La menor concentracion de
amoniaco (P<0.05) se observé en la pollinaza tratada con 3NPA al dia 9 de
incubacién (Grafica 10). Ruiz-Barrera et al., (2017) también reporté que al

suministrar nitrocompuestos como tratamiento se reduce la acumulacién de
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Grafica 8. Efecto del tratamiento con nitrocompuestos (ENA, 3NPA) y el tiempo
de incubacion en el contenido de acido urico de pollinaza composteada. La
diferencia significativa entre medias (P<0.05) se indican con ay b.
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Grafica 9. Efecto del tratamiento con nitrocompuestos (ENA, 3NPA) y el tiempo
de incubacion en la acumulacion de urea de pollinaza composteada. La diferencia
significativa entre medias (P<0.05) se indican con a, b, c,d, ey f.
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Grafica 10. Efecto del tratamiento con nitrocompuestos (ENA, 3NPA) y el tiempo
de incubacién en la acumulacion de urea y amoniaco de pollinaza composteada.
La diferencia significativa entre medias (P<0.05) se indican con a, b, ¢, d, e y f.
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amoniaco mas del 70%. En otro estudio realizado por Mowrer et al. (2016) donde
utilizaron nitropropanol y nitroetanol indican que el mecanismo para la reduccion
de la volatilizacion de amoniaco esta relacionada a la reduccion de valores en el
pH. Otras investigaciones han probado que los nitrocompuestos tienen la
capacidad de reducir la volatilizacion de amoniaco ya que en el estudio de Kim
et al. (2006) probaron el nitroetanol, nitropropanol, acido nitropropiénico
comparandolos con sus respectivos alcoholes que son estas mismas moléculas
pero sin el grupo nitrogenado (etanol, propanol y acido propiénico) y observaron
que los alcoholes sin el grupo nitrogenado inhibieron la volatilizacion de
amoniaco, pero los nitrocompuestos tuvieron mas potencia para reducir la
volatilizacién del amoniaco debido a la inhibicion de los microorganismos

utilizadores de urea.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados sugieren que los nitrocompuestos ayudan a preservar el
acido urico en la pollinaza compostada contribuyendo de esta manera a mantener
el contenido de proteina cruda de este subproducto y coadyuvan en la eliminacién
de Salmonella. Asimismo, un proceso de composteo corto (9 dias a 50 grados
centigrados), elimina la presencia de E. coli en la pollinaza tratada.

Se recomienda hacer estudios con estos mismos nitrocompuestos sobre
otro tipo de bacterias presentes en la pollinaza con impacto en la salud publica
como Mycobacterium bovis y Mycobacterum avium que interviene en la

respuesta de la tuberculina en el ganado bovino.
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