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CONCENTRACION OPTIMA Y TOXICA DE COBRE PARA EL CRECIMIENTO
DE BACTERIAS RUMINALES

Daniel Cervantes Goémez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2012

RESUMEN

El cobre (Cu) es un micromineral que cumple funciones esenciales en el
organismo de los animales; del mismo modo es necesario para las bacterias
ruminales, implicando que todos los nutrientes que requieren los microrganismos,
dentro de estos el cobre, deben estar disponibles en el rumen en forma estable y
continla para asegurar su crecimiento. Por lo anterior, en el presente estudio se
desarrollaron dos ensayos experimentales para determinar la concentraciéon
Optima y toxica de cobre, con base al crecimiento y la actividad de las bacterias
ruminales; en el primer experimento se utilizaron seis concentraciones de cobre (0,
10, 20, 30, 40 y 50 ppm), en un medio de cultivo que contenia heno de alfalfa. Los
resultados de este ensayo mostraron que las concentraciones de cobre evaluadas
no afectaron (p>0.05) el pH y la produccién de AGV; sin embargo, la poblacion de
bacterias totales disminuy6 (p<0.05) con el aporte de 40 ppm de Cu alas 72 h de
incubacion. Estos resultados, no permitieron evidenciar con claridad cual es la
cantidad Optima y toxica de cobre en el crecimiento bacteriano. El segundo
experimento se incrementaron las concentraciones de cobre: Testigo O,
tratamientos de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm. Hubo una disminucién (p<0.05) de 20 y
55 % en la poblacion total de bacterias, de 23.5y 23 % en la digestibilidad in vitro
de MO, y de 29 y 37 % en la produccion total de AGV, con cantidades de 80 y 100
ppm de cobre. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la cantidad
Optima de Cu para las bacterias ruminales se encuentra entre 40 a 60 ppm, y la

concentracion toxica es de 80 ppm 0 mas.

Palabras clave: Cobre, concentracion Optima y toxica, bacterias ruminales,

digestibilidad in vitro.



OPTIMAL AND TOXIC COPPER CONCENTRATION FOR RUMINAL
BACTERIAL GROWTH

Daniel Cervantes Gémez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2012

ABSTRACT

Copper (Cu) is an essential mineral that support animal body functions, in the
same way, is essential for rumen bacteria growth, implying that all the minerals
needed by microbes, including copper, should be available at the rumen in a stable
and continues concentration to ensure its growth. Therefore, in the present study,
two assays were developed to determine the optimal and toxic copper level, based
on ruminal bacterial growth and their activity; in the first trial six copper levels (0,
10, 20, 30, 40 and 50 ppm) were evaluated, using a culture medium containing
alfalfa hay. Copper treatments didn’t affect (p>0.05) pH and VFA production in the
first trial; however, total bacterial population decrease (p<0.05) at 72 h of
incubation, when the culture medium contain 40 ppm Cu; but these preliminary
results didn’t explain clearly the optimal and toxic copper level on bacterial growth.
Therefore in the second assay, copper levels were increased from 0, 20, 40, 60,
80, to 100 ppm, make evident a decrease (p<0.05) of 20 and 55 %, 23.5 and 23 %,
29 and 37 % on total bacterial population, OM in vitro digestibility, and VFA total
production, with 80 and 100 ppm Cu, respectively. These results suggest that
optimum cupper level for rumen bacterial growth is observed between 40 to 60

ppm, and the toxic concentration occurs at 80 ppm or higher.

Key words: Copper, optimal and toxic concentration, ruminal microbes, in vitro

digestibility.
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.  INTRODUCCION

El 65 % de la materia organica de la dieta es fermentada en el rumen
(Veldsquez y Pichard, 2010) y la energia es liberada en forma de &cidos grasos
volatiles (51.6 %), proteina microbiana (29.9 %), metano (11.6 %) y calor (6.9 %).
La actividad microbiana proporciona hasta 85 % de la energia en forma de acidos
grasos volatiles y de 50 a 90 % de la proteina digestible para el animal (Aguerre et
al., 2011) por tanto, es importante proporcionar a los microorganismos del rumen
los nutrientes necesarios para lograr la maxima eficiencia en su crecimiento, lo
gue se refleja en el mejor aprovechamiento de los nutrientes de la dieta por parte
de los animales. Los microorganismos tienen alta tasa de crecimiento, de tal
manera que algunos duplican su poblacion en minutos (Wang et al., 2010). Esto
implica que todos los nutrientes que requieren los microorganismos deben estar
disponibles en el rumen en forma estable y continua para asegurar su 6ptimo

crecimiento (Hasman et al., 2009).

De acuerdo a Durand y Kawashima (1980), los requerimientos minerales de
los microorganismos del rumen son similares o incluso mayores que los del

rumiante.

Santo et al. (2011) mencionan al cobre como un metal de transicion capaz
de existir entre dos estados de oxido-reduccién, oxidado (Cu?") y reducido (Cu™*).
Esta capacidad para aceptar o donar electrones lo convierte en un cofactor
enzimatico muy eficiente, pero ese tipo de reaccion también puede convertirlo un

metal toxico. Una concentracion de sulfato de cobre en liquido ruminal de 0.11 a



1.3 mg L™ estimula la desaminacién y utilizacién de carbohidratos para la sintesis
de proteina microbiana (Nikoli¢ et al., 1983). En otro estudio, Pécou et al. (2006)
observaron incrementos en el crecimiento bacteriano al suplementar cantidades
de cobre inferiores a 0.5 mM en el medio de cultivo, indicando que este mineral
entra a la célula por medio de transportadores de cationes; sin embargo, aun se
desconocen muchos detalles de este mecanismo de transporte, solo se sabe de
los procesos de captacion, almacenamiento intracelular y flujo de salida del cobre.
Pécout et al. (2006) también reporta dosis mayores a 0.5 mM de cobre,

propiciando protedlisis celular (Lu y Solioz, 2001).

Desafortunadamente, la literatura no reporta trabajos que indiquen las
concentraciones Optimas y toxicas de cobre para las bacterias ruminales. El
objetivo del trabajo plantea obtener indicadores que permitan establecer las
concentraciones Optimas de cobre para las bacterias ruminales, que contribuyan
en optimizar la actividad microbiana en el rumen y la eficiencia alimenticia de los

animales para produccién de carne y leche.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Disponibilidad de cobre en el organismo animal

El cobre (Cu) es requerido para la sintesis de hemoglobina, absorcién y
movilizacion de hierro. El cobre es componente de varios sistemas enzimaticos
que actuan en el sistema nervioso central, participa en el metabolismo del tejido
0seo Yy tejido conectivo, sintesis de melanina, y el funcionamiento del musculo
cardiaco (Balbuena et al., 2003). También previene trastornos fisioldgicos
provocados por deficiencia del mineral como anemias, falta de crecimiento, pelo o

lana irsuta, y anormal, ataxia neonatal (Nikoli¢ et al., 1983).

Cuadro 1. Concentraciones recomendadas de cobre en rumiantes

Requerimientos de Concentraciones
Especie cobre mg kg *MS  maéximas tolerables de
cobre mg kg * MS
Bovinos productores de leche 12-15.7 40
Bovinos productores de carne 10 100
Ovinos 4.6-8.6 25-35

NRC, (1985); NRC, (2000); NRC, (2001).

La disponibilidad del cobre en rumiantes depende de la cantidad
consumida en la dieta, ademas de estar condicionada por variaciones en la
microflora del rumen; otros factores que influyen en su absorcion vy
aprovechamiento son la raza y edad del animal, la composiciéon del suelo,
composicién de la racion, asi como las variaciones en la absorcién intestinal

(Nederbragt et al., 1984)



2.2. Suplemento de cobre en rumiantes

El sulfato de cobre (CuSO,) es la principal fuente de cobre en animales
domésticos. También se usa el 6xido de cobre (CuO); sin embargo, esta fuente es
no es recomendable en rumiantes (Spears, 2003; Spears et al., 2004), salvo por el
uso reciente de bolos intraruminales a base de O6xido, siempre y cuando la
concentracion de antagonistas como el molibdeno y el azufre en la dieta sea baja.
Se debe evitar la adicion en exceso de sulfato de cobre en la dieta, ya que,
resultaria muy caro; asi mismo, se debe considerar que los animales excretaran
mas cobre a través de las heces creando un problema de contaminacién
ambiental (Baker y Ammerman 1995; Sprinkle et al., 2006). También se ha
documentado que excesos de cobre generan problemas en la absorcion de zinc

(Engle y Spears, 2000).

El cobre es esencial en el potencial de modificacion de patrones de
fermentacién ruminal; no obstante, se deben conocer los requerimientos y
tolerancia por los microorganismos del rumen, asi como para el animal
hospedador. Ya que los microrganismos ruminales tiene requerimientos propios.
El Cuadro 2 menciona los requerimientos en medios in vitro para los

microorganismos ruminales (Arelovich, 2008).



Cuadro 2. Requerimientos minerales (ppm) para microorganismos ruminales
y rumiantes.

Microorganismos ruminales Animal hospedante
Elemento, ppm Optima Tolerancia Optima Tolerancia

Boro 0-200 300 - -
Cadmio 1-7 10 - -
Cobalto 1-3 7 - 10
Cromo 1-3 10 10 1000
Cobre 0-0,1 1 - 50
Flaor 0-0,05 0,5 50 -
Hierro 2-5 100 0,5 1000
lodo 20 >1000 20-40 50
Manganeso 5-30 100 1000
Molibdeno 10-200 >500 5
Niquel 0-0,1 0,5 - 50
Selenio 0-0,1 7 0,10 2
Zinc 3-10 20 30-40 500

Martinez et al. (1970); NRC (2001); Arelovich et al. (2008).

Vacas Holstein y Jersey suplementadas con 80 mg de cobre kg*MS
acumularon cobre en higado de 6.4 ug y 7.5 pg Kg MS respectivamente, siendo
un indicativo que las vacas Jersey son relativamente mas susceptibles a la adicién

de cobre Holstein (Engle y Spears, 2000).

2.3. Concentraciones de cobre en el organismo de los rumiantes

El requerimiento adecuado de cobre en el organismo animal puede hacerse
mediante la medicién de cobre en plasma o suero sanguineo. Los valores de
referencia para el cobre plasmatico en bovinos son de 8 a 11 mM L ™ (70-120 pg
dL™). Algunos autores mencionan en cabras de 8 a 24 mM L™ (50 y 150 pg dL™;
Rocha et al., 2001). Sin embargo, este método es poco confiable, debido a que los

animales con deficiencia de cobre pueden tener cupremia dentro del rango normal



de cobre plasmatico, ya que los tejidos en donde normalmente se acumula el
mineral, continlan enviando sus reservas de cobre a la circulacién (Rocha y

Bouda, 2001).

Asimismo, animales con intoxicacion cronica por cobre pueden tener una
acumulacion excesiva de cobre principalmente en el higado y la cantidad sérica
puede encontrarse en los rangos de referencia (Gooneratne et al., 1989). En
higado, se encuentra la mayor parte de acumulacién de cobre (92 %) y el resto se
distribuye en, tejido muscular (2.9 %), en leche (3.5 %) y en orina (1.5 %). La
eficiencia que tiene el cobre para acumularse en higado es de 0.7 % con respecto
al cobre proveniente de la dieta (Forbes y Simonds, 1993; Engle y Spears, 2001).
El cobre contenido en el higado de bovinos 0.87 £ 0.41 %, es excretado en la bilis

y alrededor del 1 % en la orina (Koenig et al., 1997).

2.4. Caracteristicas fisicoquimicas del rumen

El rumen es la principal camara de fermentacion, en donde se encuentran
en simbiosis, microorganismos ruminales como bacterias, protozoarios y hongos,
dentro de estos, los mas importantes por su manipulacion son las bacterias
(Cobos, 2007), estas sintetizan la mayor cantidad de sustratos energéticos como
los AGV y ademas proporcionan proteina microbiana al ser arrastradas a través de
omaso, abomaso e intestino, en donde se digiere su proteina y se absorben como
los aminoécidos libres que son utilizados para la sintesis de proteina animal (Karsli

y Russell, 2000).



Las bacterias, protozoarios y hongos junto con el animal huésped generan
un ambiente ruminal con caracteristicas fisicoquimicas (ver cuadro 3) que
favorecen la actividad de los microorganismos ruminales. Entre las bacterias mas
importantes del rumen se encuentran diferentes especies que, con base a su
principal actividad degradativa, se clasifican en amiloliticas, hemiceluloliticas,
proteoliticas, ureoliticas, metanogénicas, utilizadoras de amonio, de lipidos y de

acido orgéanicos (Cobos, 2007).

Cuadro 3. Caracteristicas fisicoquimicas del rumen

Concepto Valor
Temperatura °C 38a4l

pH 53a7.2
Potencial de oxidacion, mV -250 a -450
Osmolaridad mOsm kg™ 248 a 400
Tension superficial, dinas/cm 45 a 59
Contenido de materia seca 10 al 18
Gravedad especifica 1.022 a 1.055

Principales gases disueltos, %

Bi6xido de carbono 65.30
Metano 26.76
Nitr6geno 7.0
Oxigeno 0.56
Hidrogeno 0.18
Sulfato de hidrogeno 0.01
Amoniaco ymol mL™ <92
Acido Grasos Volatiles pmol mL™
Acético 66 — 70
Propiénico 23-25
Butirico 15-20
Cobos, 2007.

Debido al papel que juegan

los microorganismos

ruminales en

degradacion de la pared celular de los forrajes y a que la proteina microbiana es
de alto valor biolégico, las dietas de los rumiantes deben formularse para permitir

7



el crecimiento de los microrganismos ruminales; en este sentido, la adicién de
cobre permitira contribuir al crecimiento de la poblacién bacteriana, favoreciendo la
fermentaciéon de los componentes de la dieta y reflejdndose una mayor

productividad del animal (Simpson et al., 2002).

2.5. Absorciéon del cobre en rumiantes

En los rumiantes la absorcion del cobre es baja (1.0 a 10 %), atribuido a la
formacion de complejos en rumen (Spears, 2003). Ademas una alta concentracion
dietaria de molibdeno y concentraciones medias de azufre, resultan en una
reduccion en la absorcion de cobre, lo que ocurre principalmente debido a la
formacion de tiomolibdatos en el rumen. En presencia de azufre y ausencia de
molibdeno, hay una inhibicién en la absorcién de cobre debido a la formacién de
sulfidos de cobre (Sprinkle et al., 2006). Es sabido que la presencia de sulfatos en
agua de bebida reduce la absorcion de cobre. Por su parte, el hierro es otro
elemento que puede interferir con la absorcién del cobre; en este sentido Baker y
Ammerman (1995) y Spears et al. (2004) reportaron frecuentemente que los
animales estan expuestos a consumo de hierro a través del agua, suelo o
alimentos. La deficiencia de cobre es bastante comun en el mundo, y a excepcion
del fésforo, la deficiencia de cobre es la principal limitante en zonas tropicales

(Sprinkle et al., 2006).


http://icb.oxfordjournals.org/search?author1=Joyce+M.+Simpson&sortspec=date&submit=Submit

2.6. Metabolismo del cobre

En rumiantes, la absorcién del cobre se lleva a cabo principalmente en el
duodeno, y yeyuno, en menor proporcion en ileon; mientras que en ovinos la
mayor absorcién ocurre en el intestino grueso. El cobre es absorbido por
transporte activo, (mecanismo saturable), y por difusiébn simple, (mecanismo
insaturable) (Chicco y Godoy, 2005). El paso del cobre a través del enterocito es
por transporte activo y se ve influenciado por aminoécidos, acido ascorbico, y
otros factores de la dieta; una vez que se encuentra dentro de las células de la
mucosa, aproximadamente el 80 % del cobre absorbido se liga y regula por
concentraciones de metalotioneina (Baker y Amermann, 1995). Estas proteinas
son de bajo peso molecular e intervienen en muchas funciones incluyendo la
homeostasis, el almacenamiento, el transporte y la desintoxicacién de metales.
Tras el paso por los enterocitos, el cobre entra en la circulacién, uniéndose a
proteinas transportadoras, péptidos, aminoacidos para su transporte a higado, y

en menor proporcion al rifion (Fuentealba y Aburto, 2003).

La absorcion intestinal maxima del cobre es de 30 a 60 %, y es un elemento
esencial para la formacion de hemoglobina (Prohaska, 1991).

Chicco y Godoy (2005) mencionan al cobre como un micromineral que tiene
mAas antagonistas que otros microelementos, entre los principales estan el
molibdeno, zinc y calcio; en la Figura 1 se muestran las interacciones entre el

cobre y algunos minerales.



Principales relaciones antagonicas Principales relaciones sinérgicas
entre minerales entre minerales

Figura 1. Antagonismo y sinergismo entre minerales (Forbes et al., 1993;
McDonald et al., 1995).

2.7. El cobre en lacirculacion sanguinea

Kebreab y Vitti (2005) mencionan una reserva central de cobre donde se
genera un intercambio de este mineral a distintos ritmos de movilizacion. Esta
reserva es el plasma sanguineo, el cual recibe el cobre procedente del tubo
digestivo y lo distribuye a los compartimentos de facil o dificil movilizacion, como
son los rifiones y la leche, o bien lo retorna al tubo digestivo (Mattioli y Rosa,
2002). Sin embargo, la alteracion de la homeostasis normal del cobre o la
acumulacion de cobre en exceso a los requerimientos metabdlicos pueden causar
a una toxicidad. La intoxicacion por cobre se clasifica como primaria cuando

resulta de un defecto metabdlico hereditario, y secundaria cuando es la
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consecuencia de un consumo elevado de este mineral o un aumento en la
absorcién o reduccion de la excrecion de cobre debido a procesos patoldgicos
(Fuentealba y Aburto, 2003). La cantidad de cobre en suero sanguineo de bovinos
oscila entre 17 y 27 pM, y se une a albuminas llamadas transcupreina,
macroglobulina y ceruplasmina, siendo esta ultima la que mas se acopla al cobre
(70 %) y se relaciona con una variedad de enzimas para el funcionamiento de

factores de coagulacion (Cater y Mercer, 2005).

El higado es el deposito inicial de cobre recién absorbido y la mayor parte
de este elemento es secretado en plasma unido a la ceruplasmina o se secreta en
la bilis. Asi parece que la distribucibn de cobre en los tejidos extrahepaticos
involucra una serie de moléculas, que intervienen para una distribucién eficaz del

cobre en el organismo (Arredondo y Nufiez, 2005).

La Figura 2 muestra las rutas metabdlicas del movimiento del cobre en el
organismo de rumiantes. La letra “A” representa un compartimento de reserva del
cobre en higado, hay un intercambio con la sangre y la excrecién de la bilis; “B”
representa una reserva temporal para su incorporacion a la ceruloplasmina, y C
representa un compartimiento de reserva a largo plazo (Forbes et al., 1993;

Kebreab y Vitti, 2005).
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Figura 2. Rutas metabdlicas del cobre (Forbes y Symonds, 1993).

2.8. Homeostasis celular del cobre

Todas la celulas tienen mecanismos para el paso de minerales a su interior
de la celula, la medicién es por enzimas especificas, sin que causen dafio a los
demas componentes celulares; se ha identificado una red de proteinas
involucradas en el movimiento del cobre dentro y fuera de las células, y entre los
compartimentos intracelulares. Estas proteinas, han sido identificadas en la
levadura Saccharomyces cervisiae y se han estudiado ampliamente para
identificar las proteinas clave que intervienen en el trasporte del cobre celular, asi
como, su metabolismo celular (Casareno et al., 1998; Lee et al., 2002; Arredondo
y Nuiiez, 2005). El cobre es un cofactor esencial en una serie de enzimas criticas
del metabolismo, incluyendo superoxido dismutasa (Cu/Zn-SOD), la citocromo ¢
oxidasa (COX), la lisil oxidasa, y ceruloplasmina (CP). Si la deficiencia de cobre se
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presenta, el transporte del hierro se verd afectado negativamente y este se
acumulara en varios tejidos, dando como consecuencia una anemia microcitica

hipocromica (Carroll et al., 2004).

La Figura 3 esquematiza la entrada de cobre a la célula mediada por la
proteina CTR1, donde Cu®" se reduce a Cu'* por una reductasa, al entrar en la
célula el cobre es distribuido por tres chaperonas, la chaperona de cobre (CCS), la
citocromo oxidasa 17 (COX17) y la proteina de trasporte de cobre (ATOX), la
chaperona CCS ofrece el cation de la superéxido dismutasa Cu/Zn (SOD), el
COX17 distribuye al cobre en el citocromo ¢ oxidasa en la mitocondria o al cobre
ATPasa (ATP7A o ATP7B en funcién del tipo de célula) a la red trans Golgi (TNG)
(Forbes y Cox, 2000). El cobre-ATPasa de la bomba de cobre en la TNG se
incorpora al cation en cuproenzimas, secretada como la lisil oxidasa ATP 7 entre
el TGN y la membrana plasmatica, y el paso de ATP7B entre el TNG vy el
compartimiento vesicular post Golgi (Cater y Mercer, 2005). Si el cobre aumenta
en las concentraciones intracelulares, el cobre-ATPasa se encuentra
principalmente localizado en el compartimiento post Golgi, permitiendo el flujo
celular o el secuestro vesicular de los cationes de cobre en exceso (Carroll et al.,
2004). Si el flujo de cobre ATPasa es insuficiente, estard mediado por proteinas
citoplasmaticas llamadas metalotioneinas (MT) estas se uniran al exceso de cobre

(Pena et al., 1999; Fuentealba y Aburto, 2003).
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Figura 3. Entrada de cobre a la célula a través de la membrana plasmatica
(Cater y Mercer, 2005).

La ceruloplasmina (CP) es una a-2 globulina sintetizada en el higado. Es
una glucoproteina de PM 132.000 con 6 atomos de Cu por moléculay 7 a 8 % de
hidratos de carbono (Harrison et al., 2000; Lee et al., 2002). Sus funciones
principales son el transporte de Cu desde el higado a los tejidos, accion
antioxidante, modulaciéon de la respuesta inflamatoria, como proteina de fase
aguda en infecciones o estrés, oxidacién del Fe*? para que éste pueda ser
transportado hasta los tejidos hematopoyéticos por la transferrina y oxidacion de

aminas aromaticas (Mattioli y Rosa, 2002).

La superoxido dismutasa (SOD) es una metaloenzima ampliamente
distribuida por el organismo, posee un PM de 34.000 con dos atomos de Cu y dos

de Zn por molécula. Asi, como la CP es importante como antioxidante plasmatico,
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la SOD actua como principal antioxidante intracelular (Qi et al., 1993). Su funcién
es inactivar los iones superoxidos con la produccion de peréxido de hidrogeno y
oxigeno. El peroxido de hidrégeno, aun toxico, es inactivado por las enzimas

catalasa y glutation peroxidasa (Mattioli y Rosa, 2002).

Mattioli y Rosa (2002) describen al citocromo ¢ oxidasa como un complejo
que contiene los citocromos a y a3 de la cadena respiratoria, posee dos atomos de
Cu ademas de dos grupos hemo con sus respectivos atomos de Fe. Representa la
enzima terminal de la cadena respiratoria y cataliza la transferencia de cuatro
electrones al O, para formar dos moléculas de agua y ATP. Su funcién para
obtener energia hacen que la enzima sea vital para el animal (Harrison et al.,

2000; Sharma et al., 2005).

2.9. Efecto del cobre sobre la disponibilidad de las proteinas

Las proteinas de la dieta son hidrolizadas en el rumen por enzimas
microbianas dando lugar a compuestos nitrogenados mas simples como péptidos,
aminoacidos y amoniaco (Wallace, 1996). Los microorganismos ruminales que se
encargan de degradar los carbohidratos estructurales con actividad celulolitica
tienen una tasa de crecimiento muy lenta, por lo que requieren bajas cantidades
de nutrientes para su mantenimiento; ademas utilizan el amoniaco como principal
fuente de N (Russell et al, 1992). Los microorganismos que degradan
carbohidratos no estructurales y con actividad amilolitica tienen un alto nivel de
crecimiento, por lo cual requieren ademas de amoniaco, otras fuentes de nitrégeno

como, péptidos y aminoacidos para su sintesis de proteina (Bach et al., 2008).
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La produccion de proteina microbiana es afectada por factores quimicos,
fisioldgicos, caracteristicas nutricionales e interacciones entre nutrientes, asi como
produccion de AGV. Nikoli¢ et al. (1983) mencionan que la adicion de cobre en el
medio ruminal disminuye la produccion de AGV a concentraciones de 0.11 a 1.3
mg L™, estimula la descomposicién de las proteinas, su desaminacién y la
utilizacion de hidratos de carbono para la sintesis de proteinas, y a
concentraciones de 0.08 hasta 1.58 mg L™ se inhibe la digestién de la celulosa

(Nikoli¢ et al., 1983; Qi et al., 1993).

El efecto de ciertos minerales disminuyen o estimulan la actividad
enzimatica de la ureasa ruminal que requiere de nitrdgeno para optimizar su
actividad; sin embargo, la adicién de Cu, Zn, Cd, Se, Ca, Co, Mn, Ba, y Mg en
medio de cultivo in vitro disminuye la produccién de NH3 debido a la reduccion de
la ureolisis ruminal o al incremento en la utilizacién microbiana del NH3; (Spears,
2003; Faixova et al., 2006). Pero bajas concentraciones de cobre (0.383 ppm)
estimula a las enzimas alanina amino-transferasa, aspartato amino transferasa,
glutamanto deshidrogenasa, y y- glutamiltransferasa responsables de una elevada

sintesis de aminoacidos a partir de N-NH3 (Zanton et al., 2007; Arelovich, 2008).

2.10. Mecanismos bacterianos de captacion, absorcion y excrecion de

cobre

Vargas et al. (1998) mencionan que los principales mecanismos de

interaccion que tiene las bacterias con algunos metales como el cobre, se realiza
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mediante 1) precipitacion extracelular de los iones tdxicos, por sustancias
excretadas por las bacterias, 2) por unién de cationes metdlicos en las cubiertas
celulares basado en cargas negativas de los constituyentes de la pared celular, 3)
acumulacion intracelular mediante la union de los metales a componentes
citoplasmaticos, 4) las transformaciones redox que convierte algunos iones toxicos
en iones menos toxicos, 5) sistemas de expulsion de membranas que impiden que
se acumulen iones que perjudiquen a la bacteria (Cervantes y Gutiérrez, 1994; Lu

y Solioz, 2001).

La Figura 4 esquematiza los mecanismos de interaccion entre las bacterias
y el cobre (Osman y Cavet, 2008). Este mineral es captado por porinas de la
membrana externa, mediante las proteinas CupA y CupB el cobre es transportado
hacia el interior de la célula y lo transfieren a las proteinas citoplasméticas CupE y
CupF, las cuales lo transportan a los sitios de sintesis de proteinas (Solioz y
Styanov, 2003). El exceso de cobre es expulsado hacia el exterior de la célula
mediante las proteinas CupC y CupD que funcionan como ATPasa (Vargas et al.,

1998; Puig y Thiele, 2002).
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Figura 4. Mecanismo de interaccion entre la bacteriay el cobre (Osmany
Cavet, 2008).
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.  OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar la cantidad optima y toxica de cobre para las bacterias ruminales,
evaluando cantidades crecientes del mineral en un medio in vitro y tomando como

indicadores la concentracion y la actividad bacteriana.

3.2. Objetivos especificos

e Cuantificar la digestibilidad de la materia seca, materia organica y la
poblacién bacteriana en cultivos in vitro cuando se utilizan cantidades
crecientes de cobre.

e Evaluar el efecto en la concentracién de acidos grasos volatiles, nitrogeno
amoniacal y el pH en medios de cultivo in vitro adicionando diferentes
cantidades de cobre.

e Cuantificar la cantidad de biogas total producido por la fermentacion de
bacterias ruminales a 24, 48 y 72 h, en medios de cultivo in vitro con

diferentes concentraciones de cobre.
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IV. HIPOTESIS

Cantidades crecientes de cobre en cultivos in vitro aumentan la poblacion y la
actividad de las bacterias ruminales, reflejandose en incrementos de la

digestibilidad, mayor produccion de acidos grasos volatiles y de biogas total.
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V. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Ruminal y
Genética Microbiana, perteneciente al Postgrado en Ganaderia, Recursos
Genéticos y Productividad, del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,

ubicado en el Km 36.5 de la carretera México-Texcoco, Estado de México.

Para fines del presente trabajo se realizaron dos ensayos experimentales,
el primero consistio en explorar la tendencia del crecimiento microbiano en un
medio de cultivo in vitro con cantidades crecientes de cobre, en el intervalo de 0 a
50 ppm, y establecer si entre estos valores se encontraba la concentracion 6ptima
y toxica del mineral, para las bacterias ruminales. Debido al resultado preliminar y
no concluyente en el primer ensayo, en un segundo ensayo se amplié el intervalo,

usando concentraciones entre 0 y 100 ppm de Cu.

5.1. Primer ensayo. Exploracion de la tendencia del crecimiento
microbiano en un medio de cultivo in vitro, con cantidades

crecientes de cobre, en el intervalo de 0 a 50 ppm.

Se realizé un ensayo in vitro, utilizando un medio de cultivo anaerobio para
bacterias totales (Cobos y Yokoyama, 1995) la respuesta sobre la concentraciéon y
actividad bacteriana fue evaluada utilizando seis concentraciones de cobre (0, 10,

20, 30, 40 y 50 ppm; Cuadro 4), con tres repeticiones por tratamiento; los tiempos
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de incubacion fueron de 0 y 72 h, para establecer la cantidad Optima y toxica del

cobre en los microorganismos ruminales.

Cuadro 4. Tratamientos (T) experimentales del ensayo 1.

Tratamiento Nivel de cobre* ppm
Ty 0
T, 10
Ts 20
T, 30
Ts 40
Ts 50

*Se utilizé una solucién patrén de sulfato de cobre (CuSO,4) PM=249.7, Marca
Sigma, a partir de la cual se elaboraron diluciones a 0, 10, 20, 30, 40, 6 50 ppm,

las cuales se adicionaron al medio de cultivo.

El medio de cultivo se elaboré con base a las recomendaciones de Cobos y
Yokoyama (1995), los componentes se describen en el Cuadro 5. Se utilizé heno

de alfalfa molido (tamafio de particula de 1 mm) como sustrato.
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Cuadro 5. Medio de cultivo anaerobio utilizado en el experimento

Componentes Por cada 100 mL

Agua destilada 52.6 mL
Liguido ruminal clarificado? 30.0 mL
Solucién mineral I° 5.0 mL
Solucién mineral II° 5.0 mL
Resazurina (solucion al 0.1 %) 0.1mL
Tripticasa-peptona 0.2¢g
Extracto de levadura 0.1g
Carbonato de Na (solucion al 8 %)° 5.0 mL
Cisteina-sulfido' 2.0 mL
Alfalfa 19

@E| liquido ruminal fresco fue previamente filtrado a través de tela, velo de novia y centrifugado a 10 000
rpm por 10 min, a 4°C y esterilizado en autoclave a 121 °C, durante 15 min. ” Contiene 6 g de K,HPO,,
por 1000 mL de agua destilada.  Contiene 6 g KHz PO4; 6g (NH4)SO4; 12 g NaCl; 2.45 g MgSOy; y 1.6
g CaCl-2H,0 por 1000 mL de agua destilada (Bryant y Robinson, 1961). @ Disolver 100 mg de resazurina
en 100 mL de agua destilada. Pasar por autoclave a 121°C por 15 min.

5.1.1. Elaboracion del medio de cultivo

El medio de cultivo anaerobio (Cuadro 5) se preparé en un matraz Erlenmeyer
de bola (500 mL) sin fuente de carbohidratos solubles (Cobos y Yokoyama, 1995).
Se midi6é el pH al medio, estabilizandolo a 7 + 0.2. El medio de cultivo fue
esterilizado durante 15 min a 121°C, posteriormente se vertié (9 mL) bajo flujo de
CO; en tubos de cultivo (18 x 150 mm) estériles que contenian 0.1 g de heno de
alfalfa y cobre, de acuerdo a los tratamientos establecidos (0, 10, 20, 30, 40, 50
ppm); una vez vertido el medio a los tubos, se sellaron con tapones negros de

neopreono. Se incubaron a 38 °C por 48 h para comprobar la esterilidad del
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medio, se seleccionaron los medios de cultivo que se encontraron sin

contaminacion u oxidacion para su inoculacion.

5.1.2. Inoculacién y periodo de incubacion
Se extrajo contenido ruminal fresco de una vaca Holstein, de 700 kg PV, se
filtré con tela tipo velo de novia para separar la materia solida; posteriormente, el
liquido separado se centrifugo a 3, 000 rpm durante 3 min. Finalmente se inocul6

el medio de cultivo con 1 mL bajo flujo de CO,, y se incubo a 38°C durante 72 h.
5.1.3. Variables de respuesta

5.1.3.1. pH del medio de cultivo inoculado
Se determiné el pH directamente a los medios de cultivo inoculados a las 0,
y 72 h de incubacion, con un potenciémetro marca ORION, modelo 250A calibrado

apH4y7.

5.1.3.2.Concentracion de bacterias totales

La concentracion de bacterias se midido a las 0y 72 h. Se tomé 1 mL de
muestra del cultivo antes de iniciar la incubacion (hora cero) y a las 72 h de
incubacion. Las muestras se fijaron con formaldehido al 4 % para preservar las
bacterias; las muestras fueron colocadas en tubos de ensaye de 13 x 100 mm,
empleando tres repeticiones por tratamiento y diluciones de 10t a 102 Se
realizaron los conteos bacterianos en una camara Petroff-Hauser, con ayuda de
un microscopio de contraste Zeiss con objetivo 100x y ocular de 10x, generando

una magnificacion de 1000x, el calculo se realizé mediante la siguiente formula:
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Bacterias totales mL™ = (promedio) (factor de dilucién)(2 x 10")

5.1.3.3. Concentracion de acidos grasos volatiles (AGV)

La concentracion de AGV de las muestras se determind por cromatografia
de gases en un cromatdgrafo Perkin Elmer, Modelo Clarus 500 con columna
capilar Elite FFAP, utilizando el hidrégeno como gas acarreador. Se tomaron 4 mL
del medio de cultivo de las O y 72 h de cada muestra y se mezclaron con 1 mL de
acido metafosforico al 25 %; del sobrenadante se tomaron 2 mL y se centrifugo a
14, 000 rpm durante 10 min, colectando 1.5 mL del sobrenadante a viales para
medicion de AGV o cromatografia de acuerdo al método establecido en el
Laboratorio de Microbiologia Ruminal. El tiempo calculado para medicion de cada

muestra fue de 5 min.

5.1.4. Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con seis tratamientos y tres
repeticiones por tratamiento. Los datos se analizaron mediante el procedimiento
PROC GLM de SAS (SAS, 2004). Las medias de tratamientos: pH, concentraciéon
de bacterias totales, concentracion de AGV, se compararon con la prueba de

Tukey (p<0.05).
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El modelo estadistico fue el siguiente:

Yij=|J.+Ti+£j

Donde:

Y j; = variable de respuesta

M = media general

T, = efecto del i-ésimo tratamiento

€ ; = error experimental
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5.2. Segundo ensayo. Crecimiento y actividad microbiana en un
medio de cultivo in vitro, con cantidades crecientes de 0 a 100
ppm de cobre, que permitan determinar la concentracion 6ptima

y toxica de este mineral en bacterias ruminales.

Se utiliz6 el mismo medio de cultivo anaerobio preparado en el apartado
5.1.1, para evaluar la respuesta del crecimiento y actividad bacteriana, utilizando
seis concentraciones de cobre (0, 20, 40, 60, 80 y 100 ppm; Cuadro 6), y cinco
repeticiones en cada tratamiento; asimismo, se realizaron incubaciones a 0y 72 h,
para establecer los requerimientos 6ptimos y de toxicidad del cobre en los

microorganismos ruminales.

Cuadro 6. Tratamientos (T) experimentales del ensayo 2.

Tratamiento Nivel de cobre*, ppm
T, 0
T, 20
Ts 40
Ty 60
Ts 80
Te 100

*Se utilizé una solucién patron de sulfato de cobre (CuSO,4) PM=249.7, Marca
Sigma, a partir de la cual se elaboraron diluciones a 0, 20, 40, 60, 80, 6 100 ppm,

las cuales se adicionaron al medio de cultivo.

La preparaciéon del medio de cultivo anaerobio fue el mismo descrito en el

Cuadro 5, y nuevamente se us6 heno de alfalfa como sustrato.
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5.2.1. Elaboracién del medio de cultivo anaerobio

Se usé el medio de cultivo anaerobio ya descrito. Se midié el pH al medio,
ajustéandolo a 7 + 0.02; posteriormente, el medio fue esterilizado durante 15 min a
121 °C y finalmente se depositaron 36 mL del medio bajo flujo de CO,, en viales
serolégicos de cultivo (100 mL) estériles que contenian 0.4 g de heno de alfalfa y
cobre a distintas concentraciones (0, 20, 40, 60, 80 y 100 ppm). Una vez vertido el
medio en los viales, se sellaron con tapones de goma (20 mm de didmetro) y con
casquillos de aluminio, utilizando una engargoladora marca Wheaton. Los viales
con el medio de cultivo se incubaron a 38 °C por 48 h para comprobar la
esterilidad, y se seleccionaron aquellos que no presentaron contaminacion u

oxidacion.

5.2.2. Inoculacion e incubacién de medios y montaje del sistema

de produccién de gas in vitro.

Se extrajo liquido ruminal fresco de una vaca Holstein, de 700 kg PV, el cual
se filtr6 a través de tela tipo velo de novia para separar la materia solida.
Previamente se colocaron 60 viales con el medio de cultivo en bafio maria a 39 °C
para evitar un choque térmico con el liquido ruminal fresco; posteriormente cada
vial con medio de cultivo se inocul6 con 4 mL, con jeringas estériles desechables

de 10 mL y agujas hipodérmicas de calibre 20G X 1 %", marca Terumo®.

Cada vial fue conectado mediante una manguera de hule (marca Festo® de
0.25 mm pneumatic, de 10 bar), de 40 cm de largo y una aguja calibre 20G X 1 ¥4

en cada extremo de la manguera, a un vial de 100 mL invertido, conteniendo
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solucion salina saturada. El cual se lleno en su totalidad y usado como trampa,
teniendo una aguja como valvula de alivio como se muestra en la Figura 5. La
base del vial usado como trampa, descans6 sobre una probeta de 50 mL, donde
por desplazamiento caeria la solucién salina y con base al desplazamiento se

midio la produccién de biogas total, produccion de CO, y CH,.

Pinza de ropa

Manguera de
hule Festo

Aguja
hipodérmica
20G x 1%
Medio de - Vial s:goolt:ngllco de
cultivo -— (Trampa )
-
Valvula de
/ alivio
E 3
(]
Ll

= ¢ Probeta
— graduada
=] de 50 mL

=D

Figura 5. Sistema para captar biogas (Adaptado de Ramirez et al., 2010).

5.2.3. Preparacién de trampas de solucidon salina saturada
En un matraz aforado de 2, 000 mL, se colocaron 608 g de NaCl y 1, 600 mL
de agua destilada, se mezclaron en una plancha de calentamiento (Marca Cimarec
2 Mod. N° SP46925), hasta saturar la solucion; posteriormente se agregaron 16

mL de naranja de metilo al 0.1 % y se ajusté el pH a 2.3. Con esta solucion se
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llenaron los viales de 100 mL que fueron utilizados como trampas para estimar la

produccion de biogas.
5.2.4. Variables de respuesta

5.2.4.1. Concentracion de bacterias totales

La concentracion de bacterias totales se midid alas 0y 72 h, se tomé 1 mL de
muestra del cultivo antes de iniciar la incubacion (hora cero) y al finalizar ésta (72
h) y se fij6 con formaldehido al 4 % para preservar las bacterias, las muestras
fueron colocadas en tubos de ensaye de 13 x 100 mm, empleando tres
repeticiones por tratamiento y diluciones de 10" a 10 Se realizaron los conteos
bacterianos en una camara Petroff-Hauser, con ayuda de un microscopio de
contraste Zeiss con objetivo 100x y ocular de 10x, generando una magnificacion
de 1000x. La concentracion de bacterias por mL de medio de cultivo se calculo

mediante la siguiente formula:

Bacterias totales mL™ = (promedio) (factor de dilucién)(2 x 10")

5.2.4.2. pHdel medio de cultivo inoculado
Se midi6 el pH directamente en los medios de cultivo inoculados a las 0, y
72 h de incubacién, con un potencidmetro marca ORION, modelo 2502, calibrado a

pH4y7.
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5.2.4.3. Concentracion de acidos grasos volatiles (AGV)

La concentracion de AGV de las muestras se determind por cromatografia
de gases en un cromatografo Perkin Elmer, Modelo Clarus 500 con columna
capilar Elite FFAP, utilizando el hidrégeno como gas acarreador. Se tomaron 4 mL
del medio de cultivo, de las 0 y 72 h de cada muestra y se mezclaron con 1 mL de
acido metafosforico al 25 %; del sobrenadante se tomaron 2 mL y se centrifugo a
14 000 rpm durante 10 min, colectando 1.5 ml del sobrenadante a viales para
medicion de AGV o cromatografia de acuerdo al método establecido en el
Laboratorio de Microbiologia Ruminal. Las condiciones de la corrida fueron:
temperatura del FID a 250 °C, con temperatura de inyector a 190 °C, temperatura
del horno 160 °C. El tiempo estimado para medicién de cada muestra fue de 5

min.

5.2.4.4. Nitrégeno amoniacal (N-NH3)

Se utilizé la técnica de McCullough (1967). Se colocaron 4 mL del medio de
cultivo en tubos de ensaye de 13 X 100 mm, se agregdé 1 mL de acido
metafosférico (solucién al 25 %), la muestra se centrifugd a 14,000 rpm por 10
min. Del sobrenadante se tomaron 20 uL y se depositaron en tubos de 10 mL, a
los cuales se les adicion6 1 mL de fenol, 1 mL de hipoclorito de sodio, con NaOH
(5 g de NAOH y 10 mL de hipoclorito de sodio), se incub6 a 37 °C en bafio maria
durante 30 min y se les agregaron 5 mL de agua destilada. Las muestras fueron

leidas a 630 nm, en un espectrofotometro Cary 1-E, UV-visible, Marca Varian.
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5.2.4.5. Degradacién in vitro de la materia seca (DIVMS)

Para la determinacion de la degradacion in vitro de la materia seca, se
colect6 de cada vial, el sustrato residual de heno de alfalfa, usando un filtr6 de
papel Whatman N° 541, secado a 70 °C durante 24 h, el residuo fue pesado en

una balanza analitica. La DIVMS se estim6 mediante la siguiente férmula:

peso inicial — peso final
DIVMS (%) = — X100
peso inicial

5.2.4.6. Determinacién de la produccion de biogas total, CH; y CO,

La determinacién de CH4 y CO, se medié en el volumen de solucion salina
desplazada después de 0, 24, 48 y 72 h de incubacién. Se utiliz6 un cromatografo
de gases Perkin EImer, modelo Clarus 500, con detector de conductividad térmica
(TCD). El volumen de inyeccion fue de 0.3 mL de gas por muestra. Las
condiciones de la corrida fueron: temperatura del TCD a 130 °C, con temperatura
de inyector a 170 °C, temperatura del horno 140 °C. Bajo estas condiciones el

tiempo de retencion fue de 0.73 min™ para el CH., y de 1.05 min™ para el CO..
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5.2.5. Disefo experimental

Se utilizé6 un disefio completamente al azar, con seis tratamientos y cinco
repeticiones por tratamiento. Los datos se analizaron mediante el procedimiento
PROC GLM de SAS (SAS, 2004). Las medias de tratamientos: pH, concentracion
de bacterias totales, concentracion de acidos grasos voléatiles, nitrdgeno
amoniacal, DIVMS, biogas total, CH; y CO,, se compararon con la prueba de

Tukey (p<0.05).

El modelo estadistico fue el siguiente:

Yij:H+Ti+8j

Donde:

Y jj = variable de respuesta

K = media general

T, = efecto del i-ésimo tratamiento

& = error experimental
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Primer ensayo. Exploracion de la tendencia del crecimiento
microbiano en un medio de cultivo in vitro, con cantidades

crecientes de cobre, en el intervalo de 0 a 50 ppm.

Los resultados del primer ensayo experimental mostraron que las
concentraciones de cobre evaluadas (0, 10, 20, 30, y 50 ppm), no afectaron
(p>0.05) el pH y la produccién de AGV, (Figura 6 y Cuadro 7). Sin embargo, el
crecimiento bacteriano disminuy6 (p<0.05) cuando se adiciona al medio de cultivo
40 ppm de cobre, con relacion al tratamiento testigo y el tratamiento que contenia
50 ppm de este mineral.

Cuadro 7. pH, concentracion de bacterias totales y &cidos grasos volatiles en

medios de cultivo con diferentes concentraciones de cobre después de 72 h
de incubacion

Tratamiento pH Bacterias, 10°° mL™ AGV totales,
cobre (ppm) mM

0 6.61° 2.01° 56.122
10 6.81° 1.96% 55.782
20 6.792 1.58% 55.212
30 6.89° 1.62% 50.882
40 6.50? 1.03° 47.012
50 6.722 1.582 50.542
Media 7.72 1.63 52.59
CVv 2.61 1.24 6.91

2P Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica
(Tukey, p<0.05).
CV: Coeficiente de variacion.
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Los resultados reportados en la literatura asociada al efecto del cobre,
sobre la actividad microbiana del rumen, in vitro e in situ, son escasos y no
concluyentes. Nikoli¢ et al. (1983), reportaron que la adicion de cobre al medio de
cultivo afectaba el pH ruminal, 2 h después de haber agregado este mineral al
medio, situacion que no ocurri6 en este experimento después de 72 h de
incubacion y con concentraciones de cobre de 0 a 50 ppm. Asimismo, Essig et al.
(1972) y Nikoli¢ et al. (1983), reportaron que la adicién de 6.5 ppm Cu kg* MS
disminuye la concentracion total de AGV in situ. Sin embargo, bajo las condiciones
in vitro de este trabajo, la produccion total de AGV no se vio afectada cuando se

adiciona al medio de cultivo hasta 50 ppm de cobre.

Gordon et al. (1993) mostraron que la adicion de 20 uM de cobre, disminuyé

la concentracion de bacterias; sin embargo, la poblacion bacteriana fue capaz de

recuperarse después de 4 dias de exposicion a estos niveles del cobre.
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Figura 6. Concentracion de bacterias totales y AGV en medios de cultivo con
diferentes cantidades de cobre.

A pesar de no haberse presentado diferencias (p>0.05) en la concentracién
de AGV totales en los tratamientos evaluados, al graficar hay tendencia de esta
variable (Figura 6) y al compararla con el comportamiento que siguié la poblacién
de bacterias totales en medios de cultivo con distintas concentraciones de cobre,
se observo una respuesta similar, en especial a una concentracion de 40 ppm de
cobre, donde se dio una caida de la curva, pero sin resultar en un cambio

significativo en la concentracion total de AGV.

El Cuadro 8 muestra las concentraciones de acido acético, propionico y
butirico producidos en medios de cultivo in vitro, con diferentes concentraciones
de cobre (0 a 50 ppm), donde se pudo observar que los niveles de cobre
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evaluados no afectaron (p>0.05) las cantidades producidas de estos metabolitos
bacterianos. En un estudio similar, Hasman et al. (2009), no observaron cambios
en la produccion de &cido acético, propidnico y butirico, al adicionar

concentraciones de cobre de 40 mM en el medio de cultivo.

Cuadro 8. Concentracion (mM) de acido acético, propidnico y butirico en
medios de cultivo con diferentes concentraciones de cobre.

Tratamientos Acético Propidnico Butirico

cobre (ppm)
0 37.64° 14.08% 4.39°
10 37.80°% 14.012 3.97°
20 37.80°% 13.13% 4.27%
30 34.21°2 11.432 5.23%
40 32.592 10.13% 4.29%
50 34.46° 12.05% 4.03%
Media 35.75 12.47 4.36
CVv 6.51 12.07 17.59

& Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica
(Tukey, p<0.05).
CV: Coeficiente de variacion.

De forma similar, en estudios conducidos por Solaiman et al. (2007), se
reportd que la adicién de 20 a 40 ppm Cu kg* MS en la dieta, no tuvo ningun
efecto (p>0.05), en la produccién de acido acético, propidnico y butirico, lo que
coincide con los resultados obtenidos en este trabajo. Sin embargo, Zhang et al.
(2007) reportaron que al adicionar de 10 a 20 ppm de Cu kg™ MS a la dieta,
disminuy6 significativamente el pH del liquido ruminal y la concentracion de AGV;
sin embargo, aumenté la produccion de acido acético y disminuy6 propiénico y

butirico.
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6.2. Segundo ensayo. Concentracion y actividad microbiana en un
medio de cultivo in vitro, con cantidades crecientes de 0 a 100
ppm de cobre, que permitan determinar la concentracion optima

y toxica de este mineral en bacterias ruminales

6.2.1. Concentracién bacteriana

Al analizar los resultados de la fase experimental 2, se determin6é que las
concentraciones de cobre evaluadas, no afectaron (p>0.05; Cuadro 9) la
concentracion bacteriana al tiempo inicial de 0 h; sin embargo a las 72 h de
incubacion, la poblacién de bacterias disminuyo6 con las cantidades de cobre de 80
y 100 ppm. Con base a estos resultados, se puede establecer que la cantidad
Optima para mantener la concentracion de bacterias in vitro se encuentran en un
rango de 20 a 60 ppm de cobre. Mientras que, a partir de 80 y 100 ppm se
presenta la toxicidad por este mineral, ya que de acuerdo con los resultados,
disminuye la concentracion bacteriana en un 20 y 55 %, respectivamente, con

relacion al grupo testigo, a las 72 h de incubacion.
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Cuadro 9. Concentracién de bacterias totales en medios de cultivo diferentes
cantidades de cobre

Tiempo

Oh 72 h
Tratamientos Concentracion bacteriana, 1019 mL?
cobre (ppm)
0 4.882 4.402
20 3.76% 5.042
40 4.242 4.682
60 4.20? 4.442
80 4.482 3.48°
100 4.042 1.96°
Media 4.26 4.00
CcV 17.08 20.88

2% Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica
(Tukey, p<0.05).
CV: Coeficiente de variacion.

La concentracion de bacterias totales que reportan Zevenhuizen et al.
(1979) al adicionar 16 ppm de cobre fue de 3 x 10° mL™, que resulta inferior a los
valores observados en el primer y segundo ensayo de este trabajo, incluso en los
tratamientos con las que resultaron toxicas (80 y 100 ppm). Hasman et al. (2009)
documentaron que el aumento de cobre en el medio de cultivo, puede ocasionar
una caida en el nUmero de bacterias existentes; sin embargo, debido a que puede
haber resistencia bacteriana, es posible una gran variacion en las estimaciones
de la tolerancia bacteriana al cobre. Saifullah (1978) reporté que 2 ppm de Cu L™
redujo hasta el 50 % de bacterias en el segundo dia de incubacion, debido a la

incorporacion de cobre al intracelular.

39



6.2.2. pH del medio de cultivo inoculado

El Cuadro 10 muestra los resultados de pH en el segundo ensayo
experimental. A las 0 h de incubaciéon se observé una disminucién (p<0.05) de
esta variable con cantidades de cobre de 20, 60, 80 y 100 ppm con respecto al
tratamiento sin cobre. A las 72 h de incubacién, Unicamente el tratamiento con 60
ppm de cobre produjo una disminucion del pH con respecto al tratamiento sin
cobre. No obstante, los valores de pH de todos los tratamientos se encuentran
dentro del rango Optimo para la actividad y crecimiento de microrganismos

ruminales (Zhang et al., 2007).

Hasman et al. (2009) reportan que al cambiar la concentracién de sulfato
de cobre de 0 a 40 ppm el pH disminuye de 7 a 3.3 al final de la medicion. En este
sentido, se puede mencionar que a pesar de que los niveles de cobre evaluados
en este trabajo fueron desde 0 hasta 100 ppm, el pH no sufri6 cambios drasticos

gue afectaran la fermentacion y la concentracion bacteriana.
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Cuadro 10. pH de medios de cultivo con diferentes cantidades de cobre al
inicio y al final de la incubacion.

Tiempo de incubacion

Oh 72 h
Tratamientos pH
cobre (ppm)
0 6.612 6.31°%
20 6.56° 6.31°%
40 6.612 6.22%
60 6.52°¢ 6.14°
80 6.48° 6.25%
100 6.53° 6.31°%
Media 6.55 6.26
cV 0.35 0.83

ab. ¢ Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia

estadistica (Tukey, p<0.05).
CV: Coeficiente de variacion.

6.2.3. Acidos grasos volatiles (AGV)

La concentracion de AGV mostré diferencias significativas (p<0.05; Cuadro
11) en los periodos de evaluacion de 0 y 72 h. La concentracion de AGV fue
ajustada para estimar el valor real, restando el valor inicial (O h) al de 72 h. Alas 0
h de incubacion, la produccion de AGV disminuyé con cantidades de 40 ppm de
cobre o superiores a este. A las 72 h de incubacion, la disminucién de la
produccion de AGV en el cultivo in vitro se dio a concentraciones de 60 ppm o
superiores a esta. Es importante destacar que la adicion de 80 y 100 ppm de
cobre al medio de cultivo reduce la produccion de AGV en 29 y 37 %,

respectivamente.
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Congruente con estos resultados, otros autores como Essig et al. (1972),
Nikoli¢ et al. (1983), y Zhang et al. (2007), han reportado que la adicion de niveles
crecientes de cobre a las dietas de los rumiantes se relaciona con una disminucion

en la concentracion de AGV.

Cuadro 11. Concentracion de AGV en medios de cultivo con diferentes
concentraciones de cobre, al inicio y final de la incubacion.

Tiempo O h Tiempo 72 h
Tratamientos AGV, mM
cobre (ppm)
0 55.282 49.76%®
20 54.422 43.87%¢
40 42.69° 53.112
60 37.36° 51.602
80 36.60° 38.44°¢
100 34.99° 32.05°¢
Media 43.56 44.80
CcV 5.21 14.73

ab< Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica

(Tukey, p<0.05)
CV: Coeficiente de variacion.

El Cuadro 12 muestra las proporciones de &cido acético, propiénico y
butirico, a las 0 y 72 h de incubacion. Para el caso de la proporcion de propidnico
y butirico, en el horario cero de incubacion, se presentd una disminucion (p<0.05)

en la produccion de estos AGV a partir de la concentracion de 40 ppm con relacion

al grupo testigo.
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A las 72 h de incubacién, con 60 ppm de cobre en el medio, la
concentracion de &cido acético disminuye y se incrementa (p<0.05) Ila
concentracion de propionico. En cambio, la concentracion de butirico aumento
cuando la cantidad de cobre en el medio fue de 100 ppm. Congruente con estos
resultados esta la disminucion en la poblacién bacteriana (Cuadro 9). Busch
(1980) menciona que la formacion de acetato de cobre ocurre cuando el mineral
reacciona con &cido acético, resultando un compuesto altamente oxidante en
sintesis organicas. Esto podria explicar la disminucion de éacido acético en los

medios de cultivo con altos niveles de cobre obtenidos en esta investigacion.

Los resultados de otros trabajos en los que se ha estudiado la
concentracion de cobre en el medio de cultivo in vitro e in vivo no han sido
contundentes, ya que Zhang et al. (2007) indican que la adiciéon de 10 a 20 ppm de
Cu kg® MS en dietas de rumiantes, muestran cambios detectables en las
concentraciones molares de acético, pero la concentracion de propionico y butirico
no se altera. Essig et al. (1972) reportan que la adicién de sulfato de cobre a la
dieta en concentraciones de 4.4 a 5.73 g por cada 100 kg PV provocan una

disminucién (p<0.05) en la produccién de AGV.

Para Solaiman et al. (2007), la adicion de cobre a cantidades inferiores de
12 ppm al medio de cultivo no tiene ningun impacto sobre la produccion de acido
acético, propionico y butirico; sin embargo, con un incremento de este mineral, de
12 a 30 ppm, la concentracion de AGV disminuye a 788 y 130 mM,

respectivamente.
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Cuadro 12. Proporcién de acido acético propidénico y butirico en medios de
cultivo con diferentes cantidades de cobre

Tiempo de incubacion, 0 h

Tiempo de incubacion, 72 h

Proporcion

Tratamientos

cobre (ppm)  Acético Propiodnico Butirico Acético Propidnico Butirico
0 75.55*  16.30° 8.15° 71.53* 19.16®  9.31?
20 74.33° 17.88% 7.79°  71.15*  19.27*  9.58%
40 75.46°  16.18° 8.36°  71.09°  18.67°  10.24%
60 75.17*  16.07° 8.76 68.31°  21.83* 9.86%
80 74.82%  16.30° 8.88% 69.17° 19.88®  10.95%
100 75.12°  16.18° 8.70° 68.97°  19.40®  11.63°
Media 75.08 16.59 8.44  70.03 19.70 10.26
cVv 0.52 1.73 1.6 1.22 7.83 11.04

a, b,c:

(Tukey, p<0.05)

CV: Coeficiente de variacion.

6.2.4. Nitrégeno amoniacal (N-NH3)

Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica

El Cuadro 13 presenta los resultados de la produccién de nitrégeno

amoniacal en funcién con las concentraciones de cobre en el medio de cultivo in

vitro a 0 y 72 h de incubacion. La concentracion de N-NH;3; fue ajustada para

estimar el valor real, restando el valor inicial (O h) al de 72 h. La produccion de

nitrogeno amoniacal a las 0 h de incubacion, mostré una disminucion (p<0.05) con

cantidades de cobre de 40 ppm o superiores,

de tal

forma que con
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concentraciones de 80 y 100 ppm de cobre en el medio de cultivo, la produccién
de nitrdgeno amoniacal se redujo a casi el 50 %.

De forma similar, a las 72 h de incubacion, el nivel de 60 ppm de Cu y
concentraciones superiores produjeron disminuciéon (p<0.05) de nitrégeno
amoniacal, de tal manera que con 80 y 100 ppm de cobre en el medio de cultivo la
produccion de amonio se redujo en 39 y 46 %, respectivamente.

Estudios realizados por Arelovich (2008) demostraron que la adicion de
cobre en cultivos in vitro disminuye la produccion de N-NH3z y puede estar
relacionado con una disminucion en la tasa de ureolisis ruminal; sin embargo, a
concentraciones de 0.383 ppm se estimula la actividad enzimética microbiana.

Cuadro 13. Concentracién de nitrdgeno amoniacal en medios de cultivo con
diferentes cantidades de cobre

Tiempo de incubacién

Oh 72 h
Tratamientos N-NHs, mg dL*
cobre (ppm)

0 12.672 27.042
20 11.812 25.75%
40 8.37° 29.952
60 7.37° 22.00°°
80 6.80° 17.60%°
100 6.52° 15.03¢
Media 8.92 22.90

CcV 5.58 13.5

a b Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia

estadistica (Tukey, p<0.05)
CV: Coeficiente de variacion.
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6.2.5. Digestibilidad in vitro de la materia seca (MS)

La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS; Cuadro 14) obtenida
después de 72 h de incubacién, mostré disminucion (p<0.05) de 19.6 y 18 %
cuando la cantidad de cobre fue de 80 y 100 ppm, con respecto al tratamiento
testigo (O ppm de Cu). De igual manera, los tratamientos Ts y Te, que
correspondian a las cantidades de cobre de 80 y 100 ppm, favorecieron la
disminucién en 23.5 y 23 % respectivamente, de la digestibilidad de la materia
organica. Congruente con estos resultados, en otra investigacién se observo que
la adicion de 20 a 30 ppm de cobre en dietas para rumiantes, no afecto la
digestibilidad de materia seca Zevenhuizen et al, (1979) y Zhang et al. (2007),
también observaron que la adicion de 20 a 30 ppm de cobre en la dieta para
rumiantes, no afecto la digestibilidad de la materia seca, aunque encontraron una

disminucién en la poblacion de bacterias.

En otro estudio, Wang et al. (2010) informaron que la digestibilidad de la MS

y MO no cambi6 al adicionar 20 ppm de cobre en la dieta de rumiantes.
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Cuadro 14. Digestibilidad in vitro (%) de materia seca (DIVMS) y materia
organica (DIVMO) con diferentes cantidades de cobre

Tiempo de incubacion

72 h

Tratamientos DIVMS DIVMO
cobre (ppm)

0 43.21° 43.56%
20 43.27° 44.07°
40 43.83° 44.20°
60 43.41° 43.18°
80 33.94° 33.30°
100 34.77° 33.54
Media 40.4 40.3
cV 9.98 9.99

ab:“Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica

(Tukey, p<0.05).
CV: Coeficiente de variacion.

6.2.6. Determinacion de la produccion de biogas total, CH; y CO;

El Cuadro 15 muestra la produccion total de biogas en el medio de cultivo
in vitro, donde el mayor volumen (p<0.05) de biogas acumulado se observo en los
tratamientos con 0, 20 y 40 ppm de cobre a 24, 48 y 72 h; no obstante, con niveles
de 60 ppm de Cu o superiores, la produccion de biogas disminuy6 (p<0.05). Al
respecto, Yue et al. (2007) mencionaron que la produccion de biogas total es un

indicador del efecto que tienen los metales sobre los microrganismos ruminales.
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Cuadro 15. Biogas total acumulado (mL™) por la fermentacién en medios de
cultivo con diferentes cantidades de cobre

Horas de incubacion

Tratamientos 24 48 72
cobre (ppm)

0 69.90 79.502 80.90?
20 66.50% 75.902 77.40°
40 60.00? 79.202 82.402
60 22.40° 42.40° 54.90°
80 12.40°¢ 30.00°° 37.50°
100 6.40° 22.40° 27.80°
Media. 39.60 54.90 60.15
CV 19.59 14.15 14.37

2> Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica
(Tukey, p<0.05).
CV: Coeficiente de variacion.

La produccion de CH4 y CO; en los tratamientos evaluados (Cuadro 16) a
las 24 h de incubacién mostraron resultados similares (p>0.05) y las proporciones
CH4:COg estuvieron en un rango de 1:16 a 1:21. A las 48 h, los niveles de 60, 80 y
100 ppm de cobre propiciaron una elevada (p<0.05) produccion de CO, y baja
produccion (p<0.05) de CH,. La proporcion CH4:CO, cambié de 1:4 a 1:22 con 0y
60 ppm de Cu. A la 72 h de incubacion, los niveles de 60, 80 y 100 ppm de Cu
originaron un incremento (p<0.05) en la produccién de CO, y una disminucién en

al producciéon de CHy, y las proporciones de CH4:CO, cambiaron de 1:1 a 1:3 y

1:4, cuando la concentracion de cobre en el medio fue de 0, 80 y 100 ppm.
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En un estudio in vitro realizado por Yue et al. (2007), la maxima
produccion de metano se obtuvo con 2.4 ppm de Cu, (5.6 % CH,y 94.4 % CO2),
mientras que a niveles de 30 ppm de Cu, la produccion de metano disminuyo.
Hickey et al. (1989) reportan que la produccion de CO, se ve menos afectada que
la metalogénesis debido a que las bacterias productoras de este compuesto son

mas sensibles a cambios en el ambiente ruminal y en especial al cobre.
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1 Cuadro 16. Proporcion de CH,y CO; producidos en medios de cultivo con diferentes cantidades de cobre

24 h 48 h 72 h

Tratamientos
CHy CO, CH.CO; CHyg, CO; CH,4:CO, CHy, CO;  CH4CO,

cobre (ppm)

- % - e e R
0 5.90°  94.09° 1:16 20.92%° 79.07°° 1:4 37.11%° 62.88°¢ 1:1
20 4.62° 95.37° 1:21 19.20° 80.79° 1:4 31.63"° 68.36%° 1:2
40 5.03°  94.96° 1:19 25.312 74.69° 1:3 45.892 54.10° 1:1
60 4.80° 95.19% 1:20 4.25° 95.742 1:22 29.96"° 70.03°° 1:2
80 5.47° 94532 1:17 5.18° 94.822 1:18 26.18° 73.82% 1:3
100 7.48%  92.52° 1:12 4.98° 95.012 1:19 18.20° 81.80° 1:4
Media 5.55  94.44 13.30 86.69 31.49 68.50
cVv 13.67  0.803 18.78 2.88 16.47 7.57

2 a0 Medias de tratamientos con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica (Tukey, p<0.05)

3 CV: Coeficiente de variacion.
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VIl.  CONCLUSION

Con base a los objetivos planteados al inicio de este trabajo y a los
resultados obtenidos, se puede concluir que el crecimiento y la actividad de las
bacterias ruminales, tuvo un crecimiento 6ptimo con concentraciones de 40 a 60
ppm de cobre en medios de cultivo in vitro. Los resultados obtenidos en este
trabajo sugieren que la toxicidad por cobre de las bacterias ruminales comienza a

concentraciones de 80 ppm, afectando el crecimiento y la actividad metabdlica.
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