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PRODUCCION DE AMONIACO RUMINAL in vivo E invitro
A PARTIR DE CINCO DIFERENTES FUENTES PROTEICAS

Héctor H. Li Pun* y Larry D. Satter™*

Se realizaron dos experimentos, uno in vivo en ovinos y el otro in
vitro, con el objetivo de medir la produccion de amoniaco en el licor
ruminal, como indice de la degradacion proteica por los microorganis-
mos ruminales, a partir de cinco diferentes fuentes proteicas. En el
primer experimento, se utilizaron dos ovejas fistuladas ruminalmen-
te, en un diseiio irrestrictamente al azar con arreglo factorial 2 x 5
x 2 x 9 (animales x fuentes proteicas x ensayos x tiempos de mues-
treo). Se utilizaron cinco proteinas de variada solubilidad: harina
de pescado, harina de soya, harina de linaza, harina de camne y ca-
seina. Se midieron los cambios en las concentraciones ruminales de
amoniaco a través de un periodo de seis horas para determinar las cur-
vas de produccion de amoniaco y servir de indices de degradacion pro-
teica en el rumen. La caseina produjo cambios mds grandes en las con-
centraciones de amoniaco que las otras fuentes (P < .01). La harina
de linaza, la harina de soya y la harina de carne fueron degradadas en
menor grado. La harina de pescado, aparentemente, fue la fuente pro-
teica menos degradada, pues produjo cambios negativos en la concentra-
cion de amoniaco ruminal, en relacion con el tiempo de infusion. En
el segundo experimento, se realizaron una serie de incubaciones de las
fuentes proteicas utilizadas en el experimento, in vivo, utilizando licor
ruminal proveniente de una vaca fistulada ruminalmente. Se utilizé un
disefio irrestrictamente al azar con arreglo factorial 5 x 3 x 2 x 3 (fuen-
tes proteicas x ensayos X repeticion x tiempo de muestreo). Se obser-
varon diferencias en la produccion de amoniaco solo a partir de las 12
horas de incubacién. A las 24 horas de incubacion, se observaron dife-
rencias notables en la produccion de amoniaco, que indicaron que pro-
bablemente la caseina fue la fuente proteica mis degradada, seguida de
la harina de soya, la harina de linaza y la harina de came. Aparente-
mente, la harina de pescado fue la fuente menos degradada. Se conclu-
y6 de ambos experimentos, que las respuestas obtenidas fueron simila-
res, siendo la caseina la fuente mas degradada y la harina de pescado la
menos degradada. La harina de soya, harina de linaza y harina de came
mostraron valores intermedios con respecto a las otras dos fuentes
proteicas.

La protedlisis es uno de los procesos mds importantes que ocurren en el rumen. En
condiciones normales, la mayor parte de la proteina dietética es degradada por la pobla-
cién microbiana del rumen a péptidos, luego a aminodcidos, siendo el amoniaco el pro-
ducto final. Este compuesto sirve de sustrato para la sintesis de proteina microbiana, en
consecuencia, la mayor parte de la proteina que llega al abomaso es de origen microbiano
(Nolan y col., 1973). La cantidad y calidad de la proteina disponible para la digestion en
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el abomaso y duodeno, depende principalmente del grado de la protedlisis en el rumen.
Existen evidencias de que las proteinas de baja solubilidad podrian ser utilizadas mds
eficientemente por los rumiantes, debido a su menor tasa de degradacion en el rumen
(Preston y Willis, 1974; Li Pun y Satter, 1975).

Las estimaciones de las tasas de degradacion son extremadamente dificiles, debido al
problema existente para separar las proteinas provenientes del alimento, de aquellas de
origen microbiano. Se han probado diferentes métodos de estimacién de la proteina
microbiana, tales como el uso de icidos nucléicos (Mc Allan y Smith, 1969) y la incor-
poracién de isétopos a la proteina microbiana (Walker y Nader, 1968; Beever y col.,
1974). Sin embargo, estos métodos son muy laboriosos y algunos no son muy preci-
sos. Una de las formas de conocer la degradacion relativa de una proteina es determi-
nando la concentracién de nitrégeno soluble en el licor ruminal de animales a los que
se les suministra una fuente proteica especifica.

El objetivo del presente trabajo fue el de determinar la produccién de amoniaco,
como indice de la degradacion proteica por accién microbiana a partir de cinco fuentes
proteicas, utilizando dos métodos diferentes:

a) Invivo, utilizando ovejas fistuladas,
b) In vitro, utilizando fluido ruminal de vacas.

MATERIALES Y METODOS

A) Experimento in vivo

Se utilizaron dos ovejas hembras “Black-face™, adultas, fistuladas ruminalmente, en
un disefio irrestrictamente al azar con arreglo factorial 2 x 5 x 2 x 9 (animales x fuentes
proteicas x ensayos x tiempos de muestreo), en el cual se evaluaron cinco fuentes protei-
cas: Harina de pescado, harina de soya, harina de linaza, harina de carne y caseinato de
sodio.

Las ovejas fueron alimentadas diariamente con 1.5 kg de una racion bdsica, cuya
composicion se muestra en el Cuadro 1. Se proveyé agua a libre consumo. Dieciseis
horas antes de iniciar la infusion de las fuentes proteicas, se retird el alimento y, una
hora antes, el agua. Cada ensayo consistio en la infusion de 12 g de nitrogeno provenien-
tes de una de las fuentes proteicas a las que se les adicioné una cantidad de almidon equi-
valente para estandarizar la cantidad de carbohidratos fermentables de las cinco fuentes
proteicas. En consecuencia, las fuentes proteicas fueron estandarizadas de acuerdo con
su disponibilidad de nitrogeno y de carbohidratos fermentables. La mezcla de la fuente
proteica y el almidon se disolvio en un litro de agua a 38°C y la suspension se verti6 a
través de la canula ruminal.

Se tomaron muestras de 20 ml de fluido ruminal a través de la cinula, mediante el uso
de jeringas desechables de plistico, conectadas a un tubo de pldstico rigido. Las muestras
se tomaron aproximadamente del mismo lugar a 20 cm de la fistula en el saco ventral del
rumen. Se muestred previamente a la infusion proteica y a intervalos de 30 minutos por
las primeras tres horas y de 60 minutos hasta completar seis horas de muestreo.

Las muestras fueron conservadas afiadiendo dos ml de una solucion de 4cido sulfiirico
al 50 por ciento. Luego se filtraron a través de una capa doble de gasa. El filtrado se
centrifugé a 19,800 gravedades por 15 minutos. Se determind la concentracion de nitro-
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geno amoniacal por el método de destilacion a vapor (Bremner y Keeney, 1965).

Cuadro 1. Composicion de la dieta basica ofrecida en el experimento in vivo.

Ingredientes %
Alfalfa, harina de 148
Remolacha, pulpa de 14.8
Maiz, grano 66.1
Fosfato dicdlcico 1.3
Sales minerales 0.5
Sulfato de sodio 03
Aglutinante 1.0
Proteina Cruda Total, % 11.8

B) Experimento in vitro

Se trabajé con las mismas fuentes proteicas del experimento in vivo (parte A), en un
disefio irrestrictamente al azar con arreglo factorial 5 x 3 x 2 x 3 (fuentes proteicas x
ensayos X repeticiones x tiempo de muestreo). Las muestras fueron incubadas en dupli-
cado durante 6, 12 6 24 horas y se realizaron tres ensayos similares.

Se incubd 1 g de proteina cruda de cada una de las cinco fuentes proteicas, afiadien-
do almidén de maiz en cantidades suficientes para estandarizar la cantidad de sustrato
fermentable en cada frasco de incubacién (Cuadro 2).

Cuadro 2. Cantidad de fuente proteica y almidon de maiz anadida en los frascos de incu-
bacion en el experimento in vitro.

Cantidad de Sustrato Cantidad de almidén de
Fuente Proteica por frasco maiz por frasco
Pescado, harina 1.66 g 1.50
Soya, harina 227 0.84
Linaza, harina 294 0.42
Caseina 1.08 1.50
Carne, harina 200 1.50
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Se afiadié 40 ml de fluido ruminal de una vaca fistulada, a cada uno de los frascos
de incubacién de 125 ml, previa filtracion a través de una capa de gasa.

A cada frasco se le anadié 30 ml de una solucién tampén (Cuadro 3) y luego se les
sellé con tapones de hule, provistos con vélvulas Bunsen. Los frascos fueron incubados en
un bafio maria con agitacién continua a 38°C por 6, 12 6 24 horas. Se detuvo la fermen-
tacién anadiendo 1 ml de dcido sulfiirico (50% v/v) a cada frasco. Después de la incuba-
cién, los contenidos de cada frasco se filtraron a través de una capa de gasa y se centrifu-
garon a 17,000 gravedades por 15 minutos.

Cuadro 3. Composicion de la solucion tampén utilizada en el experimento in vitro.

Ingredientes g/l
Fosfato de potasio (monobdsico) 18.90
Fosfato de potasio (dibdsico) 8.40
Cloruro de sodio 1.68
Sulfato de sodio 1.40
Sulfato de magnesio (anhidro) 0.17
Cloruro de calcio (anhidro) 0.17

Las determinaciones de nitrégeno amoniacal se realizaron por destilacién, segun el
método de Kjeldahl (AOAC, 1970), utilizando 6xido de magnesio pesado como cataliza-
dor.

RESULTADOS Y DISCUSION

A) Experimento in vivo

La concentracién de nitrégeno amoniacal obtenida de las cinco fuentes proteicas se
muestra en el Cuadro 4 y en la Figura 1. Se observo que la concentracion de amoniaco
ruminal a partir del momento de la infusién, vari6 significativamente (P < .01). Cuando
se usd caseina, ocurri6 el cambio mas grande en la concentracion de amoniaco ruminal
(P < 05). La harina de linaza produjo una concentracion de amoniaco significativa-
mente mayor que la harina de pescado (P < .05), pero no diferente a la producida por la
harina de soya 6 la harina de carne (P > .05).
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Cuadro 4. Cambios (2] en la concentracion de N-NH3 (mg/100 ml) con respecto al
tiempo de infusion en el fluido ruminal de ovinos alimentados intrarruminal-
mente con cinco diferentes fuentes proteicas.

Fuente
Proteica
Harina Harina Harina Harina

Tiempo de de de Caseina de
Post-infusién Pescado Soya Linaza Came

(h)

mg/100 ml

0.5 2.59 5.59 534 5.01 2.59

10 4.14 8.67 9.22 12.75 529

1.5 278 10.33 12.40 13.77 6.70

20 0.35 12.71 13.57 18.02 11.10

2.5 -3.40 14.84 1408 2441 9.51

3.0 -5.19 11.59 1342 24.54 822

40 -3.64 8.09 11.67 27.16 538

50 -2.15 0.59 9.34 37.71 333

6.0 -1.00 —093 898 33.67 0.26

X -0.39¢ 794b,c 10.89b 2189a 582bec

[2] Promedio de cuatro observaciones.
a, b, ¢ Promedios que tienen la misma letra no son diferentes significativamente (P > .05).

Se encontraron variaciones considerables en las concentraciones de amoniaco den-
tro de tratamientos. Es de importancia conocer las curvas de produccién de amoniaco
cuando se proveen diferentes fuentes proteicas, especialmente si se les asocia con fuentes
de nitrégeno no proteico. Por ejemplo, los compuestos que producen picos altos de pro-
duccién de amoniaco en etapas tempranas no serian tan Gtiles como otros que libe-
ren el amoniaco mds lentamente. Existen algunas evidencias en la literatura en ese
sentido (Qrskov, Fraser y Coarse, 1970; Preston, 1974; Li Pun y Satter, 1975). Seoane y
Moore (1964) observaron en novillos, que la alimentacién con harina de soya, result6 en
concentraciones de amoniaco 2.5 veces mayor a las dos horas después de haber recibido
el suplemento, que cuando se provey6 harina de pescado.

Los cambios relativos en la concentracién de amoniaco causado por proteinas de
diferente solubilidad estin en el rango de lo encontrado por varios autores (McDonald,
1952; Chalmers y col., 1954; McDonald y Hall, 1957; El Shazly, 1958; Chalmers y
Marshall, 1964; Mangan, 1972).
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Figura 1. Produccién de amoniaco de cinco diferentes fuentes proteicas
después de su infusion por via ruminal en ovinos.
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El retardo en la aparicion del pico de la curva de concentracién de amoniaco luego de
la infusién de caseina (Figura 1) pudo ser debido a la cantidad relativamente grande de
almidén que se administré junto con la caseina. Sin el almidon, se esperaria un pico mds
alto y mds temprano, en el caso de la caseina, ya que el almid6n es una fuente de energia
de disponibilidad alta y rdpida para los microorganismos ruminales, por lo que cuando
éstos utilizan el almidén, usan también el amoniaco para la sintesis microbiana. En con-
secuencia, la concentracién del amoniaco en el rumen disminuye en presencia de una alta
disponibilidad de almidones. La mayor parte del almidon, probablemente fue utilizado
de dos a cuatro horas después de la infusion, luego de las cuales, la absorcién de amonia-
co por los microorganismos decrece, y el amoniaco se acumularia. Esta tendencia ha sido
observada por otros investigadores (Lewis y McDonald, 1958; El Shazly, 1958).

El Shazly (1958) observo que la produccién de amoniaco a partir de la case ina alcan-
2 su pico a las siete horas después de la infusion. Este estuvo precedido de un pico mads
pequefio a las cuatro horas. En el mismo experimento, la harina de carne, la harina de
linaza y la harina de pescado produjeron un pico de produccion de amoniaco a las tres
horas.

Los patrones de produccion de amoniaco en el presente experimento concuerdan con
los de la literatura. La harina de pescado produjo muy poco amoniaco, indicande que
probablemente fue muy poco degradada en el rumen. Existen ciertas evidencias de que
la solubilidad proteica y el rendimiento animal estdn relacionados (Qrskov, Fraser y Mc
Donald, 1970; Li Pun y Satter, 1975). Esto se debe posiblemente a una menor proteo-
lisis en el caso de proteinas de baja solubilidad (Chalmers, 1964; Whitelaw y col., 1964;
Hume, 1974). Como los métodos para evaluar la degradacion proteica son muy compli-
cados y de difusion limitada, la produccion de amoniaco (que refleja la solubilidad pro-
teica) puede ser un indicador de la tasa relativa de degradacion proteica. Se debe cono-
cer, sin embargo, que la concentracion de amoniaco en un momento dado serd depen-
diente de: (1) la tasa de desaminacion de aminoacidos, (2) absorcion del amoniaco por
los microorganismos, (3) absorcion del amoniaco a través del reticulo -rumen, (4) pasaje
del amoniaco al abomaso y al resto del tubo gastrointestinal , y (5) la recirculacién del
amoniaco y urea via saliva y a través de la pared ruminal (Chalupa, 1972). De estos
factores, el primero es el mas importante cuando se utilizan dietas de contenido protei-
co medio o alto. En consecuencia, la concentracion del amoniaco en el fluido ruminal
puede servir como indice de degradacion relativa de fuentes proteicas por los microor-
ganismos ruminales.

En el presente experimento, las grandes diferencias en la produccién de amoniaco,
reafirman la necesidad de considerar las caracteristicas de las proteinas para evitar la
degradacion por accion microbiana. Cuando se usan proteinas de alta calidad como
suplemento de raciones para rumiantes, no solamente es importante la composicion de
aminodcidos en la proteina, sino también la caracteristica de la proteina para escapar a
la degradacién microbiana. Fstas consideraciones han sido demostradas por varios inves-
tigadores con diferentes tipos de animales y diferentes suplementos proteicos (Miller,
1973; Faichney, 1974; Li Pun y Satter, 1975).

B) Experimento in vitro

Los incrementos en la produccién de amoniaco, sobre el control de cero horas se
observan en el Cuadro 5 y en la Figura 2.
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Cuadro 5. Produccién de amoniaco (2] a partir de cinco fuentes proteicas incubadas en
licor ruminal in vitro.

Fuente

Proteica
Tiempo Harina Harina Harina Harina
de incu de de de Caseina de E.S.
bacién Pescado Soya Linaza Came
(h)
mg N-NH,/100 ml de fluido ruminal
6 16.31 15.33 10.55 20.61 24.35 * 1.08
12 15.58 31.16 16.32 42.01 25.39 204
24 15.70 56.67 33.37 111.01 3741 * 643

[2] Promedio de seis observaciones

Después de seis horas de incubacién, no se observaron diferencias significativas en la
produccién de amoniaco entre las cinco diferentes fuentes proteicas. Sin embargo, des-
pués de las 12 y 24 horas, se pudo observar que la caseina y la harina de soya produjeron
mds amoniaco que las otras fuentes. Similarmente las muestras que contenian caseina
produjeron mas amoniaco que aquellas que contenian harina de soya, tanto a las 12 como
a las 24 horas de incubacion. Adicionalmente la diferencia en produccién de amoniaco
entre la harina de pescado y la harina de care, fue significativa, (P < .05) sélo después

de 24 horas de incubacién.

mg N-NH3/100 ml de fluido ruminal

Figura 2
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Figura 2. Produccién de amoniaco a partir de cinco fuentes
proteicas incubadas en licor ruminal.
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La falta de diferencias significativas en la produccién de amoniaco entre las cinco
fuentes proteicas a las seis horas se puede deber a la adicién de almidén. Estd demostra-
do que el almidon reduce la concentracién de amoniaco en el licor ruminal al incremen-
tarse la absorcion del nitrégeno soluble por los microorganismos ruminales (Head, 1953;
El Shazly, 1958; Lewis y McDonald, 1958). Este puede haber sido el caso en el presente
trabajo. Posteriormente, al incrementarse el periodo de incubacién y consumirse los
sustratos, el amoniaco se acumul6 en el medio. Después de 24 horas de incubacion, exis-
tieron diferencias en la cantidad de amoniaco producido a partir de las diferentes fuentes
proteicas.

El orden del grado relativo de degradacion proteica in vitro, concuerda con los resul-
tados del experimento in vivo. En este experimento, aparentemente la harina de came y
la de linaza fueron degradadas similarmente. Se debe reconocer que los resultados de
experimentos in vivo e in vitro, no necesariamente deben ser similares. En la situacién
in vitro, no existe recirculacion de nitrogeno, ni movilizacién de los productos de la
fermentacion. En consecuencia, los estimados de degradacion proteica de las fuentes en
estudio podrian ser diferentes.

CONCLUSIONES

1. Los resultados del estudio efectuado en ovinos, sugieren que la harina de pescado y la
harina de carne fueron menos degradados que la harina de soya, harina de linaza y
caseina.

2. Los estudios in vitro sugieren que luego de 24 horas de incubacion la caseina y la
harina de soya son extensamente degradadas; la harina de came y la harina de linaza
en menor grado, y la harina de pescado es escasamente degradada.

ABSTRACT

Two experiments were carried out to measure ruminal ammonia production from
five different protein sources, as an index of protein degradation by rumen microbes.
In the first experiment, two rumen fistulated ewes were used in a 2 x 5 x 2 x 9 (animals
X protein sources x trials x sampling times) factorial design. Five proteins of variable
solubilities were used: fishmeal, soybean meal, linseed meal, meat scraps and casein.
Changes in ruminal ammonia concentration were measured during a six-hour period to
determine ammonia concentration curves which were used as indicators of the relative
degradation of the protein sources in the rumen. Casein produced greater changes in
ammonia concentration that ihe other protein sources (P < .01). Linseed meal, soy-
bean meal and meat scraps were degraded to a lesser extent. Fishmeal, apparently was
the least degraded source, because it produced negative changes in ruminal ammonia
concentrations in relation to the time of infusion. In the second experiment, a series
of incubation trials with rumen liquor from a fistulated cow, were conducted with the
same protein sources utilized in the in vivo experiment. A 5 x 3 x 2 x 3 (protein sources
x trials x repetitions x incubation times) factorial design was utilized. There were signi-
ficant differences in ammonia production from the different sources starting after 12
hours of incubation. A the 24 hours incubation period there were significant differen-
ces ir ammonia production, this indicating that probably casein was the most degraded
protein, followed by soybean meal, linseed meal and meat scraps. Apparently, fish
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meal was the least degraded protein. From both experiments, the responses were similar,
it was concluded that being casein the most degraded protein source and fish meal the
least degraded. Soybean meal, linseed meal and meat scraps showed intermediate values
in relation to the other two protein sources.
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