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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el efecto de una fuente no proteica de liberacion controlada de nitrégeno (NnpLC)
sobre algunos parametros de la fermentacion ruminal y degradabilidad in situ de Cynodon dactylon.
Materiales y métodos. 4 vacas fistuladas al rumen alimentadas con una dieta base de heno de
Cynodon dactylon (4.8% proteina cruda y 78.4% fibra detergente neutra), 1 kg de melaza de cafia
y 55 g de mezcla mineral (tratamiento Control), y tratamientos experimentales con adicion a la dieta
base de 150 g urea (Urea), sustitucion de Urea por NnpLC a razon de 50% del aporte de nitrégeno
(Urea/ NnpLC) y 183 g NnpLC (NnpLC). En un Cuadrado Latino 4x4 y periodos de 17 dias, se registrd
consumo del dia 7 al 14. El dia 15 fueron tomadas muestras seriadas de contenido ruminal para
evaluar pH, nitrégeno amoniacal (N-NH,) y acidos grasos volatiles. La degradabilidad de la materia
organica (DMO,,) y fibra detergente neutro (DFND,,) a las 48 h fueron medidas con bolsas de nylon.
Resultados. No hubo diferencias (p>0.05) en consumo de materia seca (8.2+0.35 kgMS/animal/
dia), pH (6.1+0.21), DMO,, (52.2+6.2%) y DFND,, (30.1+2.8%); aunque hubo diferencias (p<0.01)
en valores medios de N-NH, (19.1, 166.7, 181.6 y 281.8 mg/L; respectivamente). NnpLC incrementé
(p<0.05) el &cido propidnico (27.3%), redujo el T,, (13.2%) y optimizé la relacion P:E (22.0+
0.76). Conclusiones. El uso de una fuente NnpLC generd un perfil de acidos grasos volatiles con
patrén gluconeogénico, optimizé la concentracion de N-NH, y mejord la relacién P:E, por lo que debe
considerarse una alternativa para manipular el medio ambiente ruminal de vacunos alimentados con
recursos fibrosos.

Palabras clave: Acidos grasos, nitrégeno amoniacal, rumen, urea (Fuente: AGROVOC).
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ABSTRACT

Objective. To evaluate the effect of a controlled-release non protein nitrogen source (CRNpn) on
some parameters of rumen fermentation and in situ digestibility of Cynodon dactylon. Materials
and methods. Four rumen fistulated cows fed a basal diet with Cynodon dactylon hay (4.8%
crude protein and 78.4% neutral detergent fiber), 1 kg sugar cane molasses and 55 g mineral mix
(Control), and experimental treatment plus 150 g urea (Urea), replaced Urea with CRNpn by 50%
of the nitrogen contribution (Urea/CRNpn) and 183 g CRNpn (CRNpn), in a 4x4 Latin Square with
periods of 17 days. Intake was measured between days 7 and 14, serial rumen content samples
were taken to measure pH, ammonia nitrogen (N-NH,) and volatile fatty acids on day 15. Organic
matter (OMD48) and neutral detergent fiber (NDF48) digestibility were measured with nylon bags at
48 h. Results. No differences (p>0.05) on dry matter intake (8.2+0.35 kgDM/animal/day), ruminal
pH (6.1+£0.21), OMD48 (52.2+6.2%) and NDF48 (30.1+2.8%) were observed. However, there were
differences (p<0.01) in N-NH, daily averages (19.1, 166.7, 181.6 and 281.8 mg/L; respectively).
CRNpn increased (p<0.05) the propionic acid (27.3%), reduced T, , (13.2%) and optimized the P:E
relation (22.0£0.76). Conclusions. The use of a CRNpn source generated a volatile fatty acid profile
with gluconeogenic pattern, optimized the N-NH, concentration and improved the P:E relation, and
therefore may be considered as an alternative to manipulate the ruminal environment of cattle fed

with fibrous resources.

Key words: Ammonia nitrogen, fatty acids, rumen, urea (Source: AGROVOC).

INTRODUCCION

La proteina microbiana representa entre 70
y 90% de los aminoacidos que alcanzan el
duodeno en un vacuno en pastoreo, y su
sintesis requiere de aportes ruminales de
energia y nitrégeno fermentables, adecuados en
cantidad y aprovechables de modo sincronizado
para garantizar asi la disponibilidad oportuna
de nitréogeno e hidratos de carbono para el
crecimiento microbiano efciciente, y el flujo
maximo de proteina metabolizable al tracto
posterior (1-3).

Diversas fuentes de nitrégeno no proteico (NNP)
en forma elemental han sido incorporadas
en programas de suplemento nutricional de
vacunos en pastoreo; sin embargo, la cantidad
empleada es limitada debido a que la hidrdlisis
puede ocurrir a una tasa superior a la utilizaciéon
del amonio por los microorganismos ruminales,
lo que resulta en un aumento en la absorcién del
amoniaco ruminal y en la posterior conversion
a urea en el tejido hepatico (4,5). Este proceso
demanda un gasto calérico para los rumiantes
de 0.2 Mcal de energia neta de lactacién por
cada 16 g de exceso de nitrégeno (N) ingerido
(1). Adicionalmente, un incremento del N ureico
en plasma puede asociarse con el deterioro en
el comportamiento reproductivo del animal
(3), y un impacto negativo al medio ambiente
debido a la excesiva excrecion urinaria de N (5).

Para controlar la disponibilidad de nitrégeno en
el ambiente ruminal, vy facilitar el ajuste entre
su disponibilidad y la energia dietaria, se ha

propuesto el uso de fuentes no proteicas de
liberacion controlada de nitrédgeno (NnpLC);
entre las que se encuentran el isobutiraldehido
monourea, la acetilurea, el biuret, la urea
protegida con aceite de linaza y la urea tratada
con formaldehido, entre otras (4,6,7).

Recientemente, se ha utilizado el recubrimiento
o encapsulado de particulas de urea con una
pelicula de polimeros de degradacidon lenta que
reducen la solubilidad del material; generando
una tasa menor de liberacién de nitrdgeno
(8,9). Asi cuando se suplementa la racién con
NnpLC, disminuyen las concentraciones iniciales
de nitrégeno amoniacal (N-NH,) en el medio
ruminal y se regula su ingreso al flujo sanguineo;
lo que acorta el tiempo durante el cual el
rumen evidencia exceso ¢ déficit de nitrogeno.
Lo anterior deriva en una mayor sintesis de
proteina microbiana y consecuentemente,
en un incremento en la digestion de la pared
celular y produccion de acidos grasos volatiles
(AGV), promoviendo mayor eficiencia en el
funcionamiento del rumen (9).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar
el efecto de la incorporacion de una fuente no
protéica de liberacion controlada de nitrégeno
en la dieta de vacas de doble propdsito, sobre
parametros de la fermentacion ruminal (pH,
concentraciéon de N-NH, y produccion de AGV) y
la degradabilidad ruminal aparente in situ de un
heno de Cynodon dactylon.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El estudio se realizé en la Facultad
de Agronomia de la Universidad Central de
Venezuela (10°1624.6” N y 67936'30.2” 0O),
localizada en Maracay, Aragua. Las instalaciones
se ubican en un area de bosque seco tropical,
a una altura de 461 msnm y registros medios
de 25.3°C de temperatura, 75.1% de humedad
relativa y 1035.2 mm de precipitaciéon anual
(10).

Animales y manejo. Se emplearon 4 vacas con
canula ruminal permanente y peso vivo de 422
+ 93.5 kg, confinadas en corrales individuales
semitechados de 16 m? con comederos y
bebederos individuales, estos Ultimos con
suministro de agua ad libitum. Los animales
fueron alimentados con una racién base de
heno de Cynodon dactylon, y suplementados
una vez al dia (06:00 h) con 1 kg de melaza de
cafla de azucar y 55 g de una mezcla mineral
comercial. Se utilizd un disefio en Cuadrado
Latino 4x4, cada uno con periodos de 17 dias
(14 de adaptacion a las raciones experimentales
y 3 de evaluacion), para evaluar 4 tratamientos
experimentales, a saber:

Control: animales con racién base.

Urea: animales con racion base y adicion de
150 g /dia de urea.

Urea/NnpLC: animales con raciéon base vy
sustitucion del 50% del aporte de nitrégeno via
urea por NnpLC (75 gureay 91.7 g NnpLC).
NnpLC: animales con racién base y adicion de
183 g /dia de NnpLC.

La adicion de NNP se efectud a razon de 69.9
g N/dia, partiendo de urea perlada comercial
(466 g N/kg) y una fuente de NnpLC (381 g N/
kg) suministrada por Alltech Venezuela S.C.S.
(Valencia, Venezuela), la cual consistié de urea
recubierta con un polimero poroso biodegradable
que genera un patron de liberacidén controlada
del nitrégeno.

Muestreo ruminal. El dia 15 de cada periodo
experimental, y a partir del filtrado con liencillo
de una fraccion del contenido del rumen,
se colectd una muestra del liquido ruminal
inmediatamente antes del suministro de
suplemento, yalas1, 3,6,9, 12y 18 h luego
de ofrecer el mismo. Una vez registrado el pH,
se tomaron 30 ml de dicha muestra y se les
adiciond acido sulfurico al 97% hasta alcanzar
un pH inferior a 4, almacenando a -4°C este
material para el posterior analisis de N-NH, en
la fase de destilacién del método de Kjeldahl
(11), y determinacion de la concentraciéon molar
de los acidos acético, propidnico y butirico,

empleando un cromatografo de gases (PYE
UNICAM PU-4500) con acido isocaproico como
estandar interno (12).

Degradabilidad in situ y consumo. Siguiendo
la técnica de la bolsa de nylon (13), 5 g de
heno molido en una criba de 2.5 mm fueron
introducidos en bolsas de nylon (7x14 cm vy
poro de 50 um) e incubadas en el rumen por
duplicado para cada tiempo y animal. Dichas
bolsas se retiraron del rumen a las 0, 3, 6,
12, 24, 48, 72 y 96 h y fueron lavadas con
agua, para posteriormente ser deshidratadas
durante 48 h en estufa con circulacion de aire
a 100°C. Las muestras fueron evaluadas (14)
de acuerdo al analisis quimico proximal, calcio
y fésforo; mientras que la fibra en detergentes
neutro (FND) y acido (FAD) se determind de
acuerdo a lo descrito por Van Soest et al (15).
La degradabilidad in situ de la materia organica
y FND se obtuvo por diferencia entre el peso
de la muestra introducida en la bolsa y el
remanente en cada tiempo de incubacion. La
fraccion soluble de la materia seca contenida en
las bolsas fue obtenida luego de mantenerlas en
agua a 38°C durante 1 h.

El tiempo al cual la mitad de la fraccion de
materia seca potencialmente degradable
desaparecié de la bolsa (T,,) fue calculado
mediante la ecuacion T, (h§= In 2/c, donde
“c” representd la tasa de degradacion derivada
de la pendiente obtenida por la representacién
grafica de la desaparicion del material (16).

El consumo diario de heno y del suplemento,
estimados a partir de la diferencia de peso entre
lo ofertado y rechazado, se obtuvieron del dia 7 al
14 de cada periodo. La relacion proteina:energia
(P:E) fue calculada de acuerdo a lo propuesto
por Castillo et al (17), considerando los gramos
de nitrégeno degradable generados a partir de
la fermentacion de un kilogramo de materia
organica (g N ferm/kg MO deg), tomando para
el calculo los valores de degradabilidad in vitro.

Analisis estadistico. La informacion fue
examinada empleando el software SAS (18). El
consumo de materia seca y su degradabilidad
in situ se analizaron por medio de ANOVA
para Cuadrado Latino 4x4 (PROC MIXED), de
acuerdo al modelo lineal aditivo que se detalla
a continuacion:

Yo=H+A+P+T, +E,

En donde p es la media general; A, Py T los
efectos debido al animal, periodo y tratamiento,
respectivamente; y € el término de error
(distribuido normalmente con media=0 vy
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varianza constante). El pH ruminal y la
concentracién de N-NH, fueron analizados como
un Cuadrado Latino con medidas repetidas,
considerando el animal como efecto aleatorio.
Las diferencias significativas (p<0.05) entre
medias fueron evaluadas a través de la prueba
de comparaciones multiples de Tukey.

RESULTADOS

Composicion quimica. El heno de Cynodon
dactylon (Tabla 1) presenté un aporte de
nitrégeno limitado (0.77% N) y un contenido
elevado de pared celular (78.4% FND), similar
al tipo de recursos fibrosos frecuentemente
empleados para animales en pastoreo durante la
época seca en sabanas tropicales (11). La mezcla
mineral exhibié un balance de sus fracciones de
acuerdo a las necesidades sugeridas para el tipo
de animal en evaluacién (3).

Tabla 1. Composicion quimica de los alimentos.

Composicién quimica (% BS)

Fracciones Heno ‘:"ee:::% I\:I:ﬁ::!:ll
Materia seca 87.5 73.7 96.0
Proteina cruda 4.8 4.3
Extracto etéreo 1.8 0.12
FND 78.4
FAD 45.0
Cenizas 5.8 9.8
Calcio 0.71 0.74 15.8
Fésforo 0.33 0.07 8.2

'Composicion indicada por el fabricante: 9% Na, 0.5% Mg, 0.6% S, 0.5%
Zn, 0.25% Cu, 20 ppm Se, 80 ppm I; entre otros.

Consumo. El consumo de materia seca
(Tabla 2) no fue afectado por los tratamientos
(p>0.05); alcanzando 8.2 £ 0.31 kg MS/animal/
dia, equivalentes al 1.9% del peso vivo de los
animales.

Tabla 2. Consumo y parametros de la fermentacion
ruminal de vacunos suplementados con
urea y/o una fuente no proteica de
liberacion controlada de nitrégeno.

Tratamientos
Urea/

Variables Control Urea NnpLC NnpLC
Consumo (kg/dia) 8.0 8.6 8.2 7.9
pH 6.3 6.3 5.9 6.2
N amoniacal (mg/L) 19.1¢ 166.7° 181.6° 281.82
AGV (mmol/L)

Acetato 4.8° 6.0° 6.2° 6.12

Propionato 1.0° 1.2° 1.42 1.4°

Butirato 0.4 0.4 0.4 0.5
AGV (%)

Acetato 77.4° 78.92 77.5° 76.3°

Propionato 16.2° 15.8° 17.52 17.52

Butirato 6.4 5.3 5.0 6.3

Promedios con letras diferentes entre columnas, son estadisticamente
diferentes (p<0.05)
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Parametros de la fermentacion ruminal.
La incorporacion de fuentes suplementarias
de NNP no modificé (p>0.05) el pH del liquido
ruminal, el cual se ubicé entre 5.9 y 6.3, con un
valor medio de 6.2 £ 0.19.

Comparado con el control (19.1 mg N-NH,/L),
se observd un aumento (p<0.01) del contenido
de N-NH, en el liquido ruminal de 9.1 veces
para los tratamientos Urea y Urea/NnpLC, vy
de 14.8 veces en el tratamiento NnpLC. Los
tratamientos que incluyeron suplementacion
con NNP generaron un incremento sostenido del
N-NH, durante las primeras 3 a 6 h posteriores a
la ingesta del suplemento (Figura 1), alcanzando
una media de 375.9 mg N-NH_,/L. Sin embargo,
la suplementacion con NnpLC garantizé mayor
uniformidad en la concentracion ruminal de
N-NH, a lo largo del periodo en evaluacion.

600

500 9.-2'-‘ = Control

Nitrégeno amoniacal (mg/L)

Tiempo (h)

Figura 1. Comportamiento del nitrégeno amoniacal
ruminal en vacunos suplementados con
urea y una fuente no proteica de liberacidn
controlada de nitrégeno (NnpLC).

En general, todos los tratamientos presentaron
un perfil de fermentaciéon ruminal de caracter
acetogénico (77.6 = 1.3%), con una mayor
(p<0.05) concentracion de acetato en los
tratamientos que incluyeron suplementacién con
fuentes de NNP (6.1 £ 0.1 mmol/L) respecto al
control (4.8 mmol/L). No hubo diferencias en la
concentracion de butirato (0.4 £ 0.1 mmol/L),
aunque respecto a los tratamientos restantes,
la inclusion de NnpLC generd un incremento
(p<0.05) en la fraccién de &acido propidnico
tanto en términos absolutos (27.3%), como en
su proporcion molar (9.4%).

Degradabilidad in situ. La degradabilidad
aparente de la materia orgénica y la FND no se
vieron afectadas por los tratamientos evaluados
(p>0.05). Sin embargo, el T, , se redujo (p<0.05)
un 13.2% en el tratamiento NnpLC (Tabla 3).
Comparado con el control (7.67 g N ferm/kg MO
deq), la incorporacion a la racién de las fuentes de
NNP evaluadas mejor6 (p<0.01) la relacion P:E
(22.0£0.76 g N ferm/kg MO deg).
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Tabla 3. Degradabilidad in situ de Cynodon dactylon
y relacion proteina:energia (g N ferm/kg MO
deg) en vacunos suplementados con urea
y/o una fuente no proteica de liberacion
controlada de nitrégeno.

Tratamientos

V(an;cila::):s Control Urea Urea/NnpLC NnpLC
Materia orgdnica
48 h 55.6 56.6 45.1 54.8
72h 60.3 59.3 59.8 57.9
FND
48 h 33.8 33.0 27.5 29.7
72h 39.8 37.7 33.5 39.6
T,, (h) 56.5° 52.22 58.42 48.1°
P:E 7.67° 21.22 22.7° 22.22

Promedios con letras diferentes entre columnas, son estadisticamente
diferentes (p<0.05).

DISCUSION

Consumo. El consumo de alimento fue
similar entre tratamientos (p>0.05), y estuvo
localizado en el rango referido en la literatura
para recursos fibrosos con elevada participacion
de fracciones refractarias en su pared celular
(19). La ausencia de una mejora del consumo
voluntario producto de la suplementacién
nitrogenada puede deberse a un marcado
efecto de distencién ruminal asociado al alto
contenido de pared celular del recurso fibroso
evaluado, o a posibles efectos téxicos derivados
del metabolismo de nitrégeno excedentario.

En este sentido, la ingesta de urea o su equivalente
en NnpLC se sitlio en 18.2 + 0.77 g/kg de materia
seca ingerida, mientras que en términos de
proteina cruda (N*6.25), la racién suministré 94.0
+ 2.8 g PC/kg racién. Estos valores son similares
a lo establecido como limite (20 g/kg MS y 105
g PC/kg racién, respectivamente) para observar
efectos inhibitorios en el consumo voluntario
de recursos fibrosos como consecuencia de los
metabolitos resultantes del catabolismo del NNP
dietario (20, 21).

Parametros de la fermentacién ruminal. En
general, los valores de pH ruminal son inferiores
al rango deseable (6.6 a 7.0) para una mayor
eficiencia en el crecimiento de los microorganismos
celuloliticos (19) y se consideran resultado del
aporte de carbohidratos répidamente fermentables
por la melaza de cafa.

La concentracion de N-NH, en el tratamiento
control a lo largo del dia es inferior al 6ptimo
(100 mg N-NH,/L) reportado para maximizar el
consumo vy la utilizacién de la materia organica
en el rumen (22); mientras que los tratamientos
Urea, Urea/NnpLC y NnpLC se mantienen por

encima de dicho valor durante 10.5, 12.3 y 18
h; respectivamente.

En un ambiente ruminal con disponibilidad
de carbohidratos fermentables, mantener
niveles éptimos de N-NH, en el medio ruminal
durante la mayor parte del dia, genera una
eficiencia elevada en el uso de la energia para
crecimiento microbiano (Y,,), y por tanto, un
incremento de la proteina metabolizable. Esto
ha sido demostrado por Tikofsky y Harrison (8),
quienes obtuvieron un incremento de 40.1%
(p=0.07) en la sintesis de proteina microbiana
por unidad de materia seca verdaderamente
digestible al evaluar la inclusién de esta misma
fuente de NnpLC en sustituciéon de urea en la
raciéon (18.2 vs 13.0 g N bacterial/kg MSdeg;
respectivamente).

La curva descrita por la concentracion ruminal
de N-NH, muestra una mayor estabilidad en el
tiempo del contenido de amonio, y se evidencia
un “espacio vertical” entre las lineas de los
tratamientos Urea/NnpLC y NnpLC, respecto a
la urea. Esto repercute en una menor cantidad
de nitrédgeno liberado al medio ruminal durante
las primeras 5 h luego de ingerida la fuente
de NnpLC, y una mayor persistencia de la
concentracion de amonio ruminal entrelas5y 18
h. Este comportamiento se traduce en menores
riesgos de toxicidad y menor pérdida de energia
para la excrecién del nitrégeno Urico generado
en el metabolismo intermediario (5,9); ademas,
de una reduccion de la contaminacién ambiental
por la emisién de compuestos nitrogenados al
entorno (8).

Aunque en general el patrén de produccién de
AGV ruminales fue de caracter acetogénico,
una mayor proporcion de acido propidnico en
los tratamientos urea/NnpLC y NnpLC tuvo
consecuencias positivas en la repuesta de
animales a pastoreo, ya que este AGV es el
Unico involucrado en la sintesis neta de glucosa
a partir de su carboxilacion a metilmalonil-CoA,
por lo que contribuye a suplir la demanda de
este carbohidrato para los procesos catabdlicos
(generacion de energia) y anabdlicos (sintesis
de aminoacidos, glucégeno, lactosa, glicerol y
acidos grasos) en el rumiante (23).

Degradabilidad in situ. La ausencia de efecto
sobre la degradabilidad de la materia organica y
la FND coincide con estudios previos (8), y con la
respuesta observada en el consumo voluntario.
La reduccién en el T, , en el tratamiento
NnpLC es debido a una mejor distribucién
en el tiempo del nitrégeno disponible al medio
ambiente ruminal (8,9). Independientemente del
tratamiento, la inclusion de NnpLC incrementd
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la relacion P:E en rumen, aunque éstas fueron
ligeramente inferiores al rango de 25-30 g N
ferm/kg MO deg establecido como 6ptimo para
un funcionamiento ruminal eficiente (17).

La incorporacion de una fuente de NnpLC a la
dieta de vacas de doble propdsito alimentadas
con heno (Cynodon dactylon), sola o en
combinacion con urea, no alteré el consumo
voluntario, el pH ruminal, la degradabilidad in situ
de la materia organica y el FND; sin embargo, se
observé una mayor estabilidad en el tiempo de

REVISTA MVZ CORDOBA e Volumen 17(3) Septiembre - Diciembre 2012

la concentraciéon de N-NH, se modifico el perfil
de AGV hacia un patrén gluconeogénico, se
redujo el Tl/2 de degradacion de la materia seca
y se genero un mejor ajuste de la relacion P:E.
Se requiere desarrollar estudios de respuesta
animal en vacunos a pastoreo de recursos
fibrosos en el medio tropical.
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