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RESUMEN 

 

Teniendo en cuenta reportes previos de la acción de iones divalentes, el 

objetivo de esta investigación fue determinar el efecto de la suplementación de 

Mg en forma de sal pura en la dieta de rumiantes sobre la actividad ruminal de 

una aminotransferasa de interés nutricional y que está relacionada con el 

metabolismo de nitrógeno, específicamente en la fijación de nitrógeno no 

proteico. 

 

Para ello se llevaron a cabo cuatro experimentos, los tres primeros se llevaron 

a cabo en la granja experimental Paysandú de la Universidad Nacional de 

Colombia (sede Medellín) y el ultimo experimento en una hacienda privada que 

contaba con un hato lechero de ganado Holstein. En el primer experimento se 

evaluó la desaparición de la materia seca (DMS) por medio de la técnica in situ 

de cuatro fuentes inorgánicas de Mg en forma de sal pura, las cuales fueron; 

MgO, MgCO3, MgSO4, MgCl2 evaluando dos tamaños de poro de la bolsa de 

nailon (25 y 50µm) y tres tiempos de incubación (0, 12 y 24h), en un diseño en 

bloques completos al azar con un arreglo factorial 2x3x4 (Tamaño x tiempo x 

fuente Mg).  

 

En el segundo experimento se determinó el efecto de tratamientos 

secuenciales de descongelación, centrifugación, y adición de sales de 

magnesio sobre la actividad de la gamma glutamil transferasa (GGT) en liquido 

ruminal (LR) de bovinos, comparándolo con liquido ruminal fresco (LRF) 

extraído de los mismos animales experimentales. Se evaluó el efecto de los 

tres tratamientos (Térmico, Físico y químico) en un diseño de bloques 

completos al azar (BCA) con un arreglo factorial 2x2x3 (donde los factores 

fueron el tratamiento térmico con dos niveles, el físico con 2 niveles y el 

químico con tres niveles) y donde cada animal constituyo un bloque. De igual 

forma, se compararon las actividades de LR descongelado a temperatura 

ambiente (LRDC) y LR descongelado en baño de maría (LRCal) con la del LRF 

por medio de un BCA con arreglo factorial 3x3, donde los factores analizados 

fueron el tratamiento térmico de descongelación (a temperatura ambiente 

xix 
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[LRDC], con baño de maría [LRCal] y LRF) y el químico (MgSO4 ó MgCl2 ó sin 

adición).  

 

El tercer experimento determinó el efecto del Mg sobre la actividad in rumen de 

la enzima GGT y asi complementar los resultados de los dos primeros estudios. 

Para lo cual se colectó LRF de los mismos animales experimentales y se 

realizaron infusiones intraruminales con 53g de cloruro de magnesio (MgCl2). Al 

cabo de una hora se colectaron muestras LR (LRD). Sobre LRA y LRD se 

determinó la actividad de la GGT por medio de un kit colorimétrico.  Las 

diferencias estadísticas entre los dos grupos (antes y después de la infusión) 

fueron determinadas por medio de una prueba de T.  

 

El ultimo experimento se llevó a cabo en la hacienda San Sebastián, ubicada 

en el municipio de Aratoca Santander (1803 msnm) y analizó el efecto de la 

suplementación durante 3 semanas de MgCl2 en tres dosis (0, 150 y 300 g/d) 

sobre la actividad ruminal in vivo de GGT y el nivel de nitrógeno ureico en 

sangre (NUS). Se asignaron  12 vacas Holstein (635±10 Kg PV y 5 años de 

edad en último tercio de gestación) aleatoriamente a uno de tres tratamientos 

experimentales. Las variables (GGT y NUS) fueron evaluadas por medio de un 

diseño completamente al azar con arreglo de medidas repetidas en el tiempo.   

 

En el primer estudio, se observó una mayor DMS del MgCl2 y el MgSO4 con 

respecto a las demás fuentes minerales sin encontrar diferencias en la DMS 

entre los dos tamaño de poro, de igual forma se asociaron los resultados 

obtenidos a factores como el alto pH ruminal, la baja solubilidad en medio 

acuoso y las propiedades químicas de las fuentes inorgánicas. El segundo 

experimento reveló que la centrifugación disminuye significativamente la 

actividad enzimática de la GGT en LR y al agregar MgCl2 (pero no MgSO4) al 

LRF se observó una actividad enzimática superior a la del LRDC y LRCal.  

 

El tercer estudio comprobó el efecto positivo de la adición de MgCl2 por medio 

de la infusión intraruminal sobre la actividad de la GGT, sin embargo el 

aumento observado al adicionar el Mg fue inferior al reportado en el segundo 

estudio con LRF. En el último estudio se observó una interacción significativa 

xx 
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entre la suplementación de Mg en la dieta y el tiempo evaluado sobre la 

actividad de la GGT en LR y el nivel de NUS, observándose un aumento 

significativo en la enzima en rumen que coincidió con una disminución notable 

del nivel de NUS en las vacas que recibieron 150 g/d de MgCl2. Sin embargo 

se observó un efecto cuadrático tanto en la actividad de la GGT como en el 

nivel de NUS al aumentar la dosis suplementada, posiblemente relacionado 

con una saturación de Mg en la fase liquida del rumen. No se observaron 

efectos negativos (diarrea o disminución del consumo normal) con ninguno de 

los niveles de Mg suplementados aparte de la astringencia propia del MgCl2. 

 

 
 

 

Palabras clave: Aminotransferasas, Ganado lechero, iones divalentes, 
Nitrógeno no proteico, kikuyo, Rumen, trópico alto.  
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ABSTRACT 

 

Based on previous reports of divalent ion´s effect, the objective of this study 

was to determine the effect of Mg Supply in the form of pure salts, on the 

ruminal gamma glutamyl transferase (GGT) activity, an aminotransferase 

related with the nitrogen metabolism, specifically in the Non-protein nitrogen 

fixation.   

 

For this purpose, four experiments were carried out, the first three of them, were 

performed in the experimental farm “Paysandu” of the National University 

(Medellin) and the last one, was made in the private Ranch “San Sebastián” 

located in Aratoca Santader.  

 

In the first study, the dry matter disappearance (DMD) was evaluated using the 

in situ technique, incubating four Mg pure salts (MgO, MgCO3, MgSO4, MgCl2) 

in nylon bags of two pore sizes (25 y 50µm) for three times (0, 12 and 24h) in a 

randomized complete block (RCB) design with an factorial (2x3x4) 

arrangement.   

 

In the second experiment was determined the effect of sequential treatments of 

thawing (RLT RLH), centrifugation (RLTC, RLHC) and Mg salts addition 

(MgSO4, MgCl2 or non-addition) on the GGT activity in ruminal liquor (RL) 

compare them with the activity observed in fresh ruminal liquor (RFL) within a 

RCB with an factorial (2x2x3) arrangement, where the analyzed factors were 

Thermal (two levels), physical (two levels) and chemical (three levels) and every 

cow was the block. Similarly, was compared the GGT activities of RLT, RLH 

and FRL (without centrifugation or freezing) using a RCB with an factorial (3x3) 

arrangement, where the thermal (Thawing or heated or fresh)  and the chemical 

treatment (MgSO4 or MgCl2 or non-addition).  

 

The third experiment determines the Mg effect on the In rumen GGT activity, 

complementing in this form, the previous experiments. For this purpose, RLF 

was collected from the same experimental animals (RLB) and then 53 g of 

MgCl2 was infused in the rumen (via cannula). One hour after this infusion RL 

xxii 
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was taken (LRA) and in both samples were determined the GGT activity. Its 

differences were analyzed used a T Test.  

The last experiment was carried out in the “San Sebastian” Ranch located in 

Aratoca Santander (1803 masl) and analyzed the effect of supplement MgCl2 

for three weeks in three doses (0, 150 y 300 g/d) on the in vivo GGT ruminal 

activity and the blood urea nitrogen (BUN). 12 Holstein cows were randomized 

assigned to one of the three levels. A completely randomized design with 

repeated measures on time. was used to analyze these effects.   

 

In the first study, greater DMD was observed in  MgCl2 y el MgSO4 compared 

to other treatments and  in DMD was not detected any difference between the 

two pore sizes evaluated. Additionally, the obtained results with MgO and 

MgCO3 were associated with some other factors such as high ruminal pH, low 

solubility in aqueous media and the chemical properties of the inorganics 

sources used.  The second experiment reveals that centrifugation significantly 

decreases GGT activity in LR and by adding MgCl2 (but not MgSO4) to the FRL 

it was observed a highest GGT activity than in RLT and RLH. The third study 

did verify the positive effect of the ruminal infusion of MgCl2 on the GGT 

activity; however the observed increase with this technique was inferior of that 

reported in the second experiment with the FRL. In the last experiment a 

significant interaction was observed between the Mg supplementation in the diet 

and the evaluated time on the ruminal GGT activity and the BUN level. We 

observed a significant increase in the enzyme in rumen which coincided with a 

significant decrease in the level of NUS cows received 150 g / d of MgCl2. 

However quadratic effect was observed both in GGT activity and the level of 

BUN by increasing the supplemented dose, possibly related with a saturation of 

Mg in the liquid phase of the rumen. No adverse effects were observed 

(diarrhea or decrease of normal intake) with any level of Mg supplemented 

besides the astringency characteristic of MgCl2. 

 

Key words: Aminotransferases, Holstein, divalent ions, Non-protein nitrogen, 

kikuyo, rumen, High tropic.   
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CAPITULO 1 

REVISIÓN DE LITERATURA. 

1.1. Fuentes de Magnesio, su liberación y desaparición ruminal. 

 

1.1.1. El Magnesio y su papel en la nutrición animal. 

 

El Magnesio (Mg) es un importante catión intracelular actuando como coenzima 

para reacciones enzimáticas vitales en las principales vías metabólicas (NRC, 

2001). El Mg es un mineral abundante en la mayoría de las materias primas 

utilizadas para la alimentación animal (McDoweLel, 1996). Las deficiencias son 

poco comunes en la mayoría de los animales domésticos (Underwood y Suttle, 

1999). Este catión participa en un sinnúmero de procesos bioquímicos como en 

la activación de grupos fosfatos siendo fundamental en el metabolismo de 

carbohidratos (McDonald et al., 1971). 

 

En la alimentación de animales domesticos, se han descrito diversas fuentes 

de Mg, entre las que se pueden citar Óxido (magnesita calcinada), hidróxidos 

(Ding et al 2001) Sulfatos, (Ammeeman et al 1972) cloruros (Schonewille 

2013), Propionato, Fosfatos y Carbonatos simples y compuestos (Petersen et 

al 2011). En la alimentación de Ganado lechero se han ndescritos resultados 

positivos a la suplementacion de oxidos (Emery et al 1965), hidróxidos (Harris 

et al 1983) en el tratemiendo de acidosis ruminal e hipomagnesemia (Erdman 

et al 1982). De igual forma se ha descrito como las fuentes de mayor 

solubilidad a nivel ruminal, los sulfatos (Allen y Fontenot 1984) y los cloruros 

(Roche et al 2005).  

 

El Mg cumple funciones vitales relacionadas con la transmisión nerviosa 

(Church, 1989; Radostits et al., 2002; Relling y Mattioli, 2003). Además posee 

una función estructural al ser un elemento ligado a los cristales de 

hidroxiapatita, componente fundamental del esqueleto en animales domésticos 

(Akers y Denbow, 2008; Conn y Stumpf, 2000) y juega, así mismo, un papel 

muy importante en la acción enzimática al ser cofactor para más de 300 
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enzimas relacionadas con el metabolismo energético (Aikawa, 1981). Este 

elemento participa de igual forma en la sintesis de ADN y ARN (Rubin et al 

2003), hace parte de complejos enzimáticos de transporte de fosfatos a la 

molecula de ADP (Daryl y Granner 2003) y es uno de los elementos envueltos 

en procesos de contracción y relajación del musculo esquelético (Bender y 

Mayes 2003).  

 

La cantidad de Mg necesaria para satisfacer el requerimiento diario varia 

ampliamente dependiendo del estado fisiológico (NRC, 2001) sin embargo se 

ha llegado a suplementar entre 0,4% (O`Kelly y Fontenont, 1969) hasta 0,6% 

de la materia seca total (Erdman et al., 1980) sin observarse efectos negativos 

en vacas lecheras. 

 

1.1.2. Fuentes naturales de Mg en bovinos. 

 

Los forrajes son, por supuesto, la principal fuente de Mg para los rumiantes y 

en algunos casos la única. En promedio las gramíneas tropicales presentan un 

contenido de Mg cercano a 0,36 % mientras que las leguminosas presentan 

alrededor de 0,28 % (Minson, 1990). De manera general, el contenido de Mg es 

menor en gramíneas y leguminosas de zonas templadas cuyos contenidos 

varían entre 0,18 y 0,26 % de la materia seca (Minson, 1990).  

 

Los alimentos concentrados, tanto energéticos como proteicos presentan, en 

promedio, un mayor contenido de Mg que los forrajes (Adediji and Suttle, 

1999). Los granos de cereales, las harinas de pescado y las tortas de 

oleaginosas presentan un contenido creciente de Mg de hasta 5,8 % (Ver tabla 

1.1).  

 

Para las  harinas de origen animal, se han descrito contenidos variables, 

Minson (1990) anota que con el incremento en el contenido de hueso, aumenta 

el contenido de Mg, no obstante el contenido promedio es de 2 g de Mg / Kg de 

Materia seca.    
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Los principales factores que afectan el contenido de minerales en los forrajes 

incluyen el tipo de suelo, la especie forrajera, estado de madurez de la planta, 

manejo de la pradera y clima (Reid and Horvath, 1980; Espinoza et al 1991; 

McDowell 1996). En el caso de los forrajes más utilizados en lecherías 

colombianas, el contenido de Mg suele ser superior al requerimiento reportado 

por la literatura (Correa et al., 2008). Es así como los reportes para el pasto 

kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hoechst Ex Chiov) Morrone) (Chemisquy et al. 

2010) se indica que el contenido de Mg oscila entre 0,22 y 0,36% en base seca 

(Correa et al., 2008). Los reportes para el pasto rye grass (Lolium multiflorum) 

son superiores alcanzando valores entre 1,1 y 1,9% (Underwood y Suttle, 

1999). En gramíneas del genero Cynodon cultivadas en trópico bajo, los 

valores de Mg son cercanos a 0,2% (Sanchez et al., 1987). 

 

Tabla 1.1 Contenido aproximado de Mg en materias primas utilizadas para 

alimentación de rumiantes en zonas templadas. 

Alimento Contenido 
(%) 

Alimento Contenido 
(%) 

Forrajes  Concentrados  

Forraje tipo Gramínea 1,6 Maíz 1,3 

Paja de cebada 0,7 avena 1,0 

Paja de avena 0,9 Harina pescado 2,3 

Trébol blanco 2,2 Gluten maíz 4,1 

Ensilaje Alfalfa 1,8 Torta Girasol 5,8 

Ensilaje Maíz 2,2 Torta algodón 5,8 

Adaptado de Underwood y Suttle (1999) 

 

1.1.3 Fuentes Inorgánicas de Mg en bovinos. 

 

En las ganaderías del país, el principal suplemento dietario es la sal 

mineralizada (MADR, 2010). Este tipo de productos comerciales están 

compuestos por una mezcla de macro- (Ca, P, Mg, K, S, Na, Cl) y 

microminerales (Cu, Fe, I, Mn, Mo, Zn) que cumplen funciones de estructura, 

fisiológicas, catalíticas y regulatorias (Underwood y Suttle, 1999).  

 

El contenido de los macrominerales en la dieta afecta el balance entre cationes 

y aniones que, a su vez, determina la incidencia de hipocalcemia y 
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hipomagnesemia, alteraciones que aparecen principalmente en el periodo de 

transición de la vaca lechera (NRC, 2001; Drackley et al., 2005). Con el objetivo 

de reducir la incidencias de dichas alteraciones se han utilizado mezclas de 

macrominerales en forma de sales anionicas combinándolas con 

suplementación de Ca y Mg, previniendo al mismo tiempo el descenso 

marcado en el consumo de materia seca, reduciendo la magnitud del balance 

energético negativo en el posparto temprano y el riesgo de hipocalcemia 

(Underwood y Suttle, 1999).  

 

En la actualidad las fuentes inorgánicas de Mg utilizadas en la elaboración de 

alimentos balanceados para animales varían en cuanto a su contenido de este 

mineral y que va desde  5 hasta un 52% (Tabla 1.2).  

 

Tabla 1.2 Fuentes Inorgánicas de Mg, nivel de pureza y contenido de Mg.   

 

 
NOMBRE COMÚN 

 
Fórmula química 

 
Magnesio 

% 

 
Otros 

minerales  % 

Óxido (magnesita calcinada) MgO 52 Ca (2.5-3) / Fe 
(1.1-2) / Al (0.8)  

Sulfato de magnesio hepta-
hidratado 

MgSO4.7H2O 10 S (13) 

Propionato de magnesio di-
hidratado 

C6H10MgO4.2H2O 11.5 - 

Cloruro de magnesio hexa-
hidrato 

MgCl2.6H2O 12 Cl (35) 

Fosfato de magnesio 
hidratado 

MgHPO4.nH2O 26 P (14) 

Fosfato cálcico-magnésico 
hidratado 

(Ca,Mg)PO4.nH2O 9 P (18) /  Ca (15) 

Fosfato de Na, Ca y Mg 
hidratado 

(Na,Ca,Mg)PO4.nH2O 5 P (17.5) / Na 
(13) / Ca (8) 

Carbonato dolomítico - 11 Ca (21) 

Adaptado de FEDNA (2012) 

 

1.1.3.1  Ventajas y desventajas de las fuentes inorgánicas  

 

Numerosos estudios han reportado las ventajas y los efectos positivos de la 

suplementación inorgánica de minerales. Aholay et al., (2004) encontraron 
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diferencias significativas en el desempeño productivo en bovinos de carne en 

pastoreo al suplementar de manera individual Cu, Zn y Mn en forma inorgánica.   

 

McDowell (1996) destaca la elevada biodisponibilidad relativa como una 

ventaja de la utilización de materiales inorgánicos (ver Tabla 1.3.), lo que quiere 

decir que a lo largo del tracto gastrointestinal los minerales inorgánicos 

presentan una mayor disponibilidad para ser utilizadas en reacciones de 

importancia nutricional. Los quelatos ofrecen otra forma de suplementación 

mineral con la ventaja de que un agente quelante, como el aminoácido, es 

capaz de ligarse al metal por lo menos en más de un punto, por poseer dos 

grupos funcionales (amino y carboxilo), no obstante este tipo de productos se 

utilizan principalmente para microminerales (Parsi et al., 2001). 

 

Tabla 1.3. Porcentaje del elemento mineral, biodisponibilidad relativa y 

coeficiente de absorción en fuentes Inorgánicas de Mg 

Fuente %  Elemento Biodisponibilidad Coeficiente de Absorción 
a
 

Carbonato de Magnesio 21 – 28 Alta 0,7 

Cloruro de Magnesio 12 Alta 0,9 

Oxido de Magnesio 54 – 60 Alta 0,7 

Sulfato de Magnesio 9,8 – 17 Alta 0,3 

Sulfato de Mg y K 11 Alta NR 

 Tomado de McDowell (1996) 
a
 Tomado de NRC 2001 

NR = valor no reportado  

 

No osbtante, se han documentado algunos efectos nocivos al suplementar 

fuentes inorgánicas de Mg en las diferentes especies domesticas, al utilizar 30 

g de MgO por cada kilogramo de materia seca en dietas para gallinas 

ponedoras se observó diarrea (Lee y Britton 1987). De igual forma Chester-

Jones et al (1990) al utilizar sulfatos y oxidos de Mg en dosis elevadas 47 g por 

cada kilogramo de materia seca, observaron daños en el epitelio ruminal, 

pérdida de apetito en novillos. No obstante el factor que mas influye en la 

ocurrencia de desordenes es la dosis utilizada mas alla de la fuente inorgánica.  

 

 

 



30 
 

1.1.4 Contenido de Mg en pasto kikuyo  

 

En los sistemas de pastoreo de las lecherías especializadas el kikuyo es la 

gramínea más ampliamente utilizada (Correa et al., 2008). No obstante, uno de 

los principales problemas detectados en dicho forraje en dos de las tres 

cuencas lecheras del país (Antioquia y Altiplano Cundiboyacense) es el exceso 

de K y de P (Correa, 2007; Correa et al., 2008). Regímenes de fertilización 

altos en N y K aumentan la tasa de crecimiento del forraje y al mismo tiempo el 

contenido de K (Kemp et al., 1961). Se ha demostrado que forrajes con bajos 

contenidos de Mg presentan niveles de K de hasta 5% en base seca (Martens y 

Schweigel, 2000). Altos niveles de K dietarios pueden disminuir la absorción 

ruminal de Mg incrementando su excreción (Kunkel et al., 1953; Kemp et 

al.,1961; Newton et al., 1972; Greene et al.,1983).  

 

El contenido de K en el pasto kikuyo oscila entre 1,68 y 5,12% de la Materia 

seca (MS) con un promedio de 3,69% (Correa et al., 2008) el cual excede en 

más de tres veces el requerimiento para vacas Holstein con 90 días en 

lactancia y produciendo 25 litros de leche según el NRC (2001) (1.00%). Dichos 

excesos están asociados con disfunciones en el metabolismo del Ca y del Mg 

(Goff, 2006). En el caso de este último, el efecto negativo de los altos niveles 

de K se asocian a un cambio de potencial eléctrico en el epitelio ruminal (de 30 

a 50mV) (Scott, 1966; Martens y Blume, 1986) lo que puede disminuir su 

absorción. 

Tabla 1.4 Contenido mineral en muestras de kikuyo recolectadas en Antioquia 

Macrominerales 

  
P Ca Mg K S 

% de la MS 

Promedio 0.46 0.32 0.30 3.69 0.20 

Máximo 0.58 0.42 0.36 5.12 0.35 

Mínimo 0.28 0.21 0.22 1.68 0.08 

D. E.  0.08 0.05 0.04 0.77 0.07 

C. V., % 18.1 15.5 12.5 20.9 36.5 

NRC 2001
*
 0.32 0.62 0.18 1.00 0.20 

*
Requerimientos para vacas holstein con 90 días en lactancia y 

produciendo 25 litros de leche según el NRC (2001) (Tabla 14-
7, pg 266). Adaptado de Correa et al. (2008) 
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1.1.5 Absorción y biodisponibilidad ruminal de Mg. 

 

Varios autores (Martens y Blume, 1986; Care et al., 1984; Greene et al., 1983) 

coinciden en afirmar que el principal sitio de absorción del Mg en animales 

adultos es el epitelio ruminal, mientras que la porción no absorbida en rumen 

desaparece a nivel intestinal (Wilye et al., 1985). 

 

El pH ejerce un fuerte efecto sobre la absorción de Mg a nivel ruminal, 

existiendo una relación inversamente proporcional entre el pH y la solubilidad 

del mineral (NRC 2001). Cook et al. (1994) observaron una disminución en la 

solubilidad del Mg a medida que el pH ruminal aumentaba por encima de 6.5. 

Es por ello que en dietas con inclusión alta de alimentos concentrados, se 

puede esperar un aumento en la solubilidad del mineral. 

 

Hasta hace unas décadas numerosos autores coincidían en afirmar que el 

principal sitio de absorción del Mg en rumiantes era el duodeno (Fontenot et al 

1973, Horn y Smith 1978, Tomas y potter 1976); sin embargo, actualmente se 

sabe que los pre-estómagos constituyen el principal sitio de absorción del Mg 

(Laporte y Sykes 2004), específicamente el rumen que tiene entre 25 y 30 

veces mayor capacidad de absorción que el omaso o el abomaso (Martens et 

al 1973, Martens et al 1978).  

 

La absorción del Mg a través del epitelio ruminal se da mediante un sistema de 

transporte activo (Martens et al 1973, Dua y Care, 1995). Marten y Harmeyer 

(1978) observaron en epitelio ruminal de novillas que el flujo neto de magnesio 

se realiza en contra de un gradiente eléctrico y que es dependiente de la 

presencia de una diferencia de potencial transmural.  

 

Experimentos de Martens y Blume (1986) determinaron que el transporte 

facilitado del Mg a través del epitelio ruminal (aislado) puede realizarse por 

medio del sodio (Na). Por tanto al suministrar dietas con niveles normales de 

Na se puede esperar una absorción de Mg normal.  
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La absorción de Mg en el rumen depende de diversos factores como lo son su 

concentración en el medio ruminal, el nivel de K en el líquido ruminal (Fontenot 

et al 1973, Tomas y Potter 1976), el contenido de proteína cruda dietária y por 

tanto, de amonio en rumen (Head y Rock 1955, Larvor y Guèguen 1963, 

Metson y Saunders 1978), así como  de la integridad del medio del transporte, 

que en el caso del Mg, es un mecanismo activo ligado al Na (Martens y Gabel, 

1986).   

 

Esquema 1. Quimica Absorción y transporte del Mg en Rumiantes. 

 

Esquema de absorción de Mg: El principal sitio de absorción en rumiantes jóvenes es el intestino 
delgado, sin embargo al desarrollarse el rumen este se convierte en el tejido de mayor absorción del 
mineral. La absorción a nivel ruminal se ve afectada por diversos factores entre los que se citan; 
concentración de Mg en fluido ruminal, integridad de los mecanismos de transporte de Mg, la 
concentración de Na, Mg y K en la dieta. A medida que aumenta el contenido de K en la dieta y por tanto 
en el fluido ruminal, la absorción de Mg a través de las papilas ruminales disminuye, causado por un 
aumento en la diferencia de potencial de membrana (DPM), que puede pasar de 30 a 55 mV 

 

Correa et al. (2008) reporta valores iníciales de liberación ruminal de Mg en 

pasto kikuyo superiores al 70%, relacionando este valor con un desbalance 

caracterizado por el exceso de proteína (específicamente de Nitrógeno no 

proteico) y déficit de carbohidratos estructurales, lo que en teoría permite 

acumulación de amonio e incluso del K en el rumen (propio del forraje). Sin 
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embargo, algunos datos señalan que el contenido de K se reduce rápidamente 

en el rumen mientras que el de otros iones como el de sodio (Na) se 

incrementa no obstante que su concentración en el forraje sea baja (Pino y 

Correa Sin publicar). 

 

Se desconocen trabajos en los que se halla estimado la liberación ruminal del 

Mg a partir de fuentes Inorgánicas incubadas como sales puras y utilizando la 

técnica In situ. Van Ravenswaay et al (1989) estudió la solubilidad de MgO a 

nivel In vitro en un medio acidificado con HCl (pH 3) encontrando mayor 

solubilidad a menor pH. Sin embargo Jensen et al (1986) indica que  los 

medios de cultivo para estos estudios deben tener un pH de 6 a 7 para que 

fueran aplicables a nivel práctico. Lough et al (1990) por su parte, observó una 

mayor solubilidad en proteinatos de Mg con respecto a MgO en cultivos In vitro.  

 

Allcroft y Burns (1968) utilizaron MgO y MgCO3 en dietas para novillas, al 

determinar los niveles séricos de Mg encontraron un mayor nivel en las novillas 

del tratamiento de MgO. Más adelante, Bell et al (1978) utilizaron enemas de 

MgCl2 y MgSO4 en terneros y observaron un aumento sensible en el nivel 

sérico de Mg en terneros que recibieron MgCl2.  

 

Se han reportado investigaciones relacionadas con la Biodisponibilidad del Mg 

contenido en forrajes, como Rye grass con altos (4,32% de la MS) contenidos 

en Mg (Moseley y Griffiths 1984), Dactylis con menos de 1,2% de la MS en Mg 

(Van Eys y Reid 1987) y Bromus rico en Mg (Gring y Males 1987). Dichos 

estudios coinciden en afirmar que existe una relación positiva entre el 

contenido de Mg en dichos forrajes y la concentración del mineral a nivel 

ruminal.  

 

Por medio de la infusión Abomasal de Mg Beede et al (1989) evaluaron la 

solubilidad de MgO y MgPO4 encontrando importantes diferencias entre estas 

fuentes (37 y 81% respectivamente). Van Eys y Reid (1987) utilizando la 

técnica In situ observaron una DMS de 93% a las 48 horas. Mientras tanto, 

Emanuele y Staples (1990) bajo la misma técnica e incluso adaptando una 

segunda incubación en pepsina (Emanuele et al 1991) al evaluar alfalfa 
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(Medicago sativa), pasto elefante (Pennisetum purpureum) y pasto estrella 

(Cynodon dactilon), encontraron una desaparición de Mg entre 93 y 97% a la 

72h.  

  

1.1.6 Consideraciones de la técnica In situ 

La técnica In situ de la bolsa de nailón ha sido utilizada ampliamente para 

determinar el nivel de desaparición de forrajes y otras materias primas (Orskov 

et al., 1980; Fine et al., 1958; Hopson et al., 1963). Estudios iniciales (Neathery, 

1972) buscaron comparar el nivel de desaparición con los valores obtenidos en 

estudios de digestibilidad.  

 

De manera general, la técnica requiere como elementos básicos una bolsa de 

nailón, Dacrón o poliéster con un tamaño de poro que oscila entre 30 y 50µm, 

muestras secas y molidas en cribas que varían entre 1,5 y 2,0 mm y animales 

fistulados que reciban una dieta que satisfaga los requerimientos de 

mantenimiento (Madsen y Hvelplund, 1994). No obstante, tanto la cantidad de 

muestra como el tamaño del poro de la bolsa, entre otros factores, varían 

ampliamente entre estudios (Nocek, 1985). Los materiales y procedimientos 

más recomendados se observan en la Tabla 1.5. 

 

La metodología requiere la introducción de muestra seca y molida en la bolsa 

de nailón y su sellado por medio de abrazaderas plásticas, por calor o cordones 

internos en cada bolsa (Orskov et al., 1980). Posteriormente, cada bolsa debe 

ser sometida a un lavado previo a la incubación  (Lindberg y Knutsson, 1981). 

Normalmente se manejan entre 7 a 10 tiempos de incubación y se realiza la 

introducción de las bolsas empezando con el último tiempo a evaluar (Nocek, 

1985). Luego del retiro de las bolsas incubadas, se realizan 3 lavados con agua 

del grifo y se procede a secar las bolsas (65ºC por 48h) para poder estimar, 

posteriormente, la desaparición de la materia seca (Nocek, 1988). 

 

A pesar de las aplicaciones y el alcance de la información que se obtiene de la 

técnica, Orskov et al (1980) han identificado limitaciones relacionadas con el 

hecho de que la muestra no sea masticada ni sometida al proceso de rumia, 

que no abandone el rumen y que únicamente sea determinada la cantidad de 
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muestra que abandona la bolsa, es decir, se mide la desaparición del material 

contenido en la bolsa aunque se presume que este se degrada por acción de 

las bacterias del rumen.   Uden y Van Soest (1984) por su parte, han 

establecido numerosas fuentes de variación de la técnica, entre las que se 

citan el tamaño del poro, el tamaño de partícula de la muestra, la relación entre 

la cantidad de muestra y el tamaño de la bolsa, tiempos de incubación, uso de 

réplicas y la dieta suministrada.  

 

El tamaño de poro de la bolsa es probablemente el primer factor que ha sido 

relacionado con alteraciones en la información obtenida. Se han reportado 

tamaños de poro que van desde las 5 hasta 93 µm (Vanhatalo, 1995). Van 

Hellen y Ellis (1977) observaron ingreso de partículas ruminales a la bolsa 

utilizando un tamaño de poro de 70 µm, sin embargo utilizando poro de 60 µm 

dicho fenómeno no fue detectado. Lindberg (1984) y Nocek (1985) coinciden en 

señalar la relación directamente proporcional entre el tamaño del poro y la 

desaparición de la materia seca o el N de la bolsa incubada. Al respecto, Uden 

y Van Soest (1984) recomiendan utilizar bolsas cuyo tamaño de poro sea de 30 

µm ya que, según estos autores, dicho tamaño permite el ingreso bacteriano 

pero impide al mismo tiempo la salida excesiva de la muestra evaluada 

evitando, de esta manera, sobre-estimaciones de la desaparición de la misma. 

Nocek (1988), por su parte, recomienda un rango más amplio (40-60 µm). 

Tabla 1.5. Especificaciones y recomendaciones de la técnica In situ 

Variable Recomendación 
Tamaño poro de la bolsa 40 – 60  µm 

Tamaño partícula de la muestra Suplementos energéticos 2mm 
Cereales, henos, 5mm 
Ensilajes 5mm 
Forrajes 2mm* 

Relación muestra : superficie bolsa 10 – 20 mg/cm
2
 

Dieta  Dieta que satisfaga el requerimiento de 
mantenimiento 
En raciones totalmente mezcladas (TMR) 
alimentación ad libitum 

Lavados previos y posteriores Remojado previo en agua o buffer 
Post incubación remojado con agua de llave 
hasta que el agua salga limpia. 

Tiempos de incubación De 0 a 3 horas = 3 – 6 periodos 
De 6 a 24 horas = 3 – 6 periodos 
Más de 25 horas = 6 – 12 periodos 

Tomado de Nocek (1988) 
* Tomado de Goering y Van Soest (1970) 
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Es importante considerar el tamaño del poro de la bolsa de nylon a utilizar, ya 

que el mismo asegura una adecuada colonización por parte de los 

microorganismos ruminales para la posterior degradación de la materia seca  

(Van der Koelen et al., 1991; Ørskov et al.,1980; Lawrey, 1969;  Mehrez y 

Ørskov,1977). 

 

 

1.2 Liberación ruminal de fuentes inorgánicas de Mg y su 

relación con la enzima Gamma glutamil transferasa. 

 

1.2.1. Técnicas de Medición de la liberación ruminal.  

 

El estudio de la fisiología digestiva del rumen se ha apoyado en diversas 

metodologías, entre las que se encuentran el análisis de la desaparición de 

nutrientes en el ambiente ruminal y la generación de productos de la 

fermentación microbiana. Dichos fenómenos han sido medidos por 

procedimientos tales como la técnica In situ de la bolsa de Nylon (Ørskov et al 

1980), la técnica de gases In vitro (Theodorou et al 1994) y el RUSITEC 

(Cerkawsky y Breckenridge 1977). Estas técnicas buscan, además, evaluar el 

valor nutricional de forrajes y utilizan como inoculo el líquido ruminal (LR). Este 

fluido provee valiosa información acerca de la digestión de forrajes, 

poblaciones bacterianas y de protozoos (Owen y Goetsch 1989), nivel de 

ácidos grasos volátiles, así como la presencia y actividad de algunas enzimas 

de interés (Faixová y Faix S. 2002). El LR de bovinos contiene tanto proteína 

bacteriana como enzimas, mono y disacáridos libres, macro y micro minerales 

(Church 1989). En el medio líquido se llevan a cabo infinidad de reacciones de 

fermentación y metabolismo microbiano, que definen en parte el destino y la 

repartición de nutrientes hacia los tejidos, incluyendo el hígado (Reynolds y 

Maltby 1994). Para su obtención usualmente se utilizan vacas canuladas al 

rumen (Posada y Noguera 2005). 

 

No obstante, estas técnicas presentan desventajas entre las que se destacan; 

el alto grado de intervención en los animales experimentales (fistulación), su 
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alto costo, la necesidad de equipos especializados para el análisis de muestras 

y de personal capacitado para los mismos (Ceballos et al., 2008), así como el 

sesgo de las variables obtenidas (desaparición materia seca, volumen de gas 

producido y efluentes generados con el RUSITEC). Este panorama apunta a la 

necesidad de la obtención de LR bovino por medio de técnicas menos 

invasivas con el fin de utilizarlo como inoculo para el estudio del 

comportamiento del medio ruminal ante diferentes tratamientos nutricionales.  

 

Sobre el LR obtenido de animales experimentales, se llevan a cabo procesos 

que van desde congelación y posterior descongelación (Zeigler et al 2003) 

liofilización y diversos tipos de filtrado (Luchini et al 1996) hasta diversas 

velocidades de centrifugación (Hsu y Fahey 1990). Incluso se ha determinado 

que los microorganismos presentes en LR preservado bajo congelación y 

posteriormente descongelados y centrifugados poseen menor actividad 

proteolítica que aquellos microorganismos de LR fresco (Mayo et al., 2000) 

debido en parte a a la pérdida de microorganismos y al agotamiento de 

nutrientes que se produce durante el proceso de conservación y de 

preincubación. 

 

Uno de los procesos vitales que llevan a cabo los microorganismos en el medio 

ruminal es la fijación de nitrógeno no proteico (NNP) para la síntesis de 

proteína verdadera (Owens y Zinn 1988, Huntington 1986, Annison y Briden 

1999). Esta incorporación ruminal de compuestos nitrogenados y su posterior 

conversión en aminoácidos, está mediada por 4 enzimas a saber; aspartato 

amino Transferasa (AST), Alanino amino Transferasa (ALT), Glutamato 

Deshidrogenasa (GDH) y Gamma glutamil Transferasa (GGT) (Owens y Zinn 

1988). Es precisamente esta última participa en la etapa inicial de incorporación 

de amonio a cetoacidos (Conn et al 2000). Este proceso enzimático utiliza 

como cofactor al sistema NADH+H+, produciendo una molécula de Glutamato 

(Pabon 2004). Adicionalmente en este sistema, iones divalentes como Co, Cu y 

Mg actúan como cofactores (Faixová et al 2006). 
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1.2.2. Química, absorción y transporte de Mg en microorganismos 

 

Se ha reconocido ampliamente el papel fundamental que cumple el Mg como 

cofactor de numerosas reacciones del metabolismo de carbohidratos, lípidos, 

fosforilación oxidativa y -oxidación (Underwood y Suttle 1999).  No obstante, 

el papel como cofactor en diversos sistemas enzimáticos depende más allá de 

la fijación del metal como tal, de la coordinación espacial para la ligación de 

moléculas de agua a dicho catión (Black y Cowan 1997; Cowan 1993; 1998; 

Suga et al 1998).  

 

El Mg como ion, presenta una configuración geométrica única, al carecer de un 

electrón en el nivel ɗ, lo que le confiere una alta capacidad de ligar moléculas 

de agua y forma hexámeros, con lo cual puede aumentar su radio iónico hasta 

un tamaño 400 veces más grande que el ion por sí solo (Kehres y Maguire 

2002). Sin embargo, para su ingreso y transporte al interior de la célula, este 

ion debe ser deshidratado, por lo que requiere sistemas de transporte únicos. 

Consecuentemente para que pueda haber transporte o fijación a un sistema 

enzimático, el Mg requiere un sitio de ligación inicial grande y/o un medio más 

elaborado para deshidratar la molécula (Smith y Maguire, 2002). 

 

El Mg en la dieta de los rumiantes proviene tanto de fuentes orgánicas, 

principalmente los forrajes, como de fuentes inorgánicas (sales) que presentan 

patrones diferentes de liberación de este mineral. En el caso de los forrajes se 

ha establecido que en contacto con el licor ruminal la liberación del Mg es alta y 

aumenta ligeramente durante las siguientes 24 horas (Correa 2007). En cuanto 

a las fuentes inorgánicas, la información existente sobre la liberacióndel Mg en 

el rumen es limitada. Recientemente Cuervo y Correa (sin publicar), 

establecieron que existe una correlación alta y positiva entre la solubilidad de 

las sales y la desaparición de las mismas de bolsas de nailón incubadas bajo 

condiciones in situ, sugiriendo que fuentes como el el MgCl2 y el MgSO4 

presentan una alta y rápida desaparición de las bolsas al contrario del 

comportamiento mostrado por el MgO.  
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Se han reconocido aproximadamente 4 sistemas de proteínas capaces de 

transportar cantidades importantes de Mg al Interior de microorganismos, estos 

son,  CorA, MgtA, MgtB and MgtE (Smith et al., 1993). La expresión de una u 

otra proteína varía entre microorganismos, en el caso de la Salmonella 

typhimurium, por ejemplo la MgtB, es el sistema más afín para la absorción y el 

transporte de Mg (Blattner et al., 1997).  

 

El Sistema de proteína transportadora de magnesio MgtE, es un sistema de 

membrana único con una estructura y secuencia sin parecido con ninguna 

proteína conocida. Posee una estructura de un largo terminal amino, soluble en 

el periplasma celular y tres segmentos trans-membranales en el terminal 

carboxilo. No obstante, solo el sistema CorA  tiene como única función definida 

el transporte de Mg en bacterias y Archaea (Smith y Maguire, 1998) 

 

1.2.3. Generalidades de la Gamma glutamil transferasa (GGT) 

 

La GGT (2.3.2.2.) es una glicoproteína anclada a la superficie externa de la 

membrana plasmática de las células animales (Keillor, 2005). Ha sido 

identificada en organismos unicelulares (Sakai et al 1996; Xu y Strauch 1996) y 

en animales superiores en la mayoría de los órganos, especialmente en tejido 

renal (Osuji 1981; Martin y Slovin 2000).  

 

La estructura general de la enzima presenta una cadena pesada a nivel 

intracelular, un dominio trans-membranal y una cadena liviana extracelular, 

donde se encuentra el sitio activo (Taniguchi e Ikeda 1998). Esta enzima 

presenta actividad catalítica tanto en el citosol como en la membrana celular y 

adicionalmente presenta algunas iso-enzimas (Kramer y Hoffmann 1997). 

 

En microorganismos, la GGT participa en la fijación de NNP en forma de 

amonio (NH4
+) uniéndolo a una molécula de glutamato para obtener L-

glutamina; esta reacción utiliza al Mg dependiente de ATP como cofactor 

(Nelson y Cox, 2001). Dicha reacción tiene una importante aplicación en la 

nutrición de rumiantes, teniendo en cuenta que las bacterias ruminales son 

capaces de aprovechar el NNP proveniente de la dieta.  
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1.2.4. Condiciones Ruminales Vs condiciones In vitro.  

Existen ciertas condiciones propias del rumen que no se logran simular bajo 

condiciones In vitro. Dentro de estas se encuentra el movimiento propio de las 

contracciones, la temperatura y humedad del medio ruminal, el intercambio de 

nutrientes que puede afectar la disponibilidad de nutrientes y la actividad de 

enzimas, así como la regulación osmótica (RUSITECVV).  

A pesar de que las técnicas In vitro presentan la gran ventaja de estudiar la 

actividad microbiana fuera del control del animal hospedero (Johnson 1966), 

este tipo de experimentos tiene limitaciones especificas relacionadas con la 

ausencia de control físico y químico de la actividad normal de la flora ruminal. 

La mayoría de las técnicas In vitro han sido utilizadas para el estudio de la 

degradabilidad de la materia seca en forrajes para rumiantes (Giraldo et al 

2007). Las metodologías In vitro de Tilley y Terry (1963) y de Van Soest et al 

(1966), reconocen a la temperatura, humedad y pH como factores de alteración 

de la actividad microbiana, por lo que los simulan en el medio experimental. No 

obstante estas técnicas presentan demoras por la incubación individual de 

cada alimento (Giraldo et al 2007).  

Goering y Van Soest (1979) por su parte reconocen a los movimientos 

ruminales como un mecanismo físico que permite la unión efectiva entre las 

bacterias fibrolíticas y las paredes celulares de las plantas. Es por ello que su 

técnica in vitro permite, además de una incubación simultanea de hasta 100 

muestras, el movimiento continuo de cuatro recipientes de vidrio por hasta 48 

horas (Ankom ® 2004).  

Aparte de las condiciones fisiológicas normales del rumen que pueden afectar 

la actividad bacteriana, Czerkawski y Breckenridge (1977) indican que el 

tiempo de evaluación de las técnicas In vitro puede no ser suficiente para el 

análisis de materiales fibrosos o de lenta degradación. Ellos identifican la salida 

de materiales volátiles (metano y ácidos grasos volátiles) y el ingreso constante 

de saliva al medio In vitro, como factores propios del rumen que pueden 
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mejorar el nivel de predicción de la digestibilidad de forrajes por parte de 

bacterias ruminales.  

Por ello, con la utilización del RUSITEC (Czerkawski y Breckenridge 1977), se 

realizan estudios In vitro de forrajes con una duración de hasta 30 dias, 

inyección constante de saliva y colecta de efluentes y materiales volátiles. Esta 

técnica provee a los microorganismos presentes en el medio, condiciones muy 

similares a las presentes en el rumen, permitiendo una actividad enzimática 

ideal para los mismos. 

Al igual que estos autores, Theodorou et al (1994) reportan que el intercambio 

gaseoso es un factor que puede limitar la actividad enzimática normal de 

bacterias celulolíticas, limitando la degradación de la fibra por la acumulación 

de residuos de digestión.  De tal forma que, este autor relaciona la producción 

de gas in vitro con la digestibilidad que pueda tener una materia prima para 

rumiantes. 

1.3 . Concentración ruminal de Mg y actividad de Gamma 

glutamil transferasa en rumen 

1.3.1. Estudios de Infusión ruminal 

Los procedimientos por medio de los cuales se introducen sustancias en 

diferentes porciones anatómicas de animales domésticos han permitido la  

evaluación del efecto de diversos nutrientes en órganos específicos. Así, se 

han evaluado infusiones intravenosas en el sistema porta hepático (Kristensen 

et al 2010), en duodeno (Lemosquet et al 1997), rumen (Boudon et al 2007) y 

en el Hígado (Waldron et al 2003).  

A nivel ruminal han sido infundidos azúcares como glucosa, lactosa y sacarosa 

(Giduck y Fontenot 1987, Lemosquet et al 1997 Boudon et al 2007), materiales 

volátiles (AGV) (Faverdin et al 1992) e incluso ácido clorhídrico (HCl) (Giduck et 

al 1988). Comúnmente se han utilizado materias primas completas para la 

alimentación animal como forrajes, granos y pajas (Neathery 1972, Payne et al 

1972, Mehrez y Orskov 1977, Orskov y McDonald 1979), aceites (Krysl et al 

1991) o se han utilizado sustancias para controlar condiciones ruminales como 
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NaHCO3 (Hogue et al 1991) y algunos minerales de importancia nutricional 

como el K, Ca y Mg (Tomas y Poter 1975, Wilye et al 1985). 

Los efectos de la infusión ruminal de macrominerales han sido ampliamente 

reportados (Roger y Davis 1982, Hogue et al 1991, Dalley et al 1997, 

Schonewille et al 1999). Dichos estudios han permitido establecer que 

infusiones de K en rumen, duodeno e íleon producen disminuciones en la 

absorción de los demás macrominerales y que, específicamente la infusión 

ruminal de K en forma de bicarbonato, tiene un efecto negativo sobre la 

absorción ruminal y total de Mg en rumiantes (Wilye et al 1985). Se ha 

observado, así mismo, un  aumento en la excreción urinaria de Ca, Na y P a 

causa de la suplementación dietária de K (Suttle y Field 1967), así como una 

disminución en la absorción ruminal de Mg (Jittakhot et al 2004).  

La liberación ruminal de macrominerales (P, Ca, Mg y K) ha sido estudiada por 

medio de la incubación ruminal de forrajes (Correa 2007). No obstante, trabajos 

que estudien esta desaparición con sales puras son escasos. En este sentido 

Tomas y Poter (1975) realizaron infusiones de fuentes compuestas de Mg en 

forma de gluconato y acetato sobre ovejas con fistulas múltiples (rumen, 

omaso, abomaso, duodeno) permitiendo concluir que el principal sitio de 

absorción de Mg es el epitelio ruminal.   

Aunque se ha establecido ampliamente que el Mg contenido en los pastos se 

libera rápidamente en el rumen (Correa 2007, Caro y Correa 2006), con las 

fuentes inorgánicas el panorama es menos claro y aunque existen varias 

fuentes en el mercado (Oxido de Mg, Sulfato de Mg y Cloruro de Mg) no se 

cuenta con trabajos publicados en los que se haya medido la liberación ruminal 

de este mineral y, por lo tanto, se desconoce cómo afecta la actividad 

enzimática y el uso del nitrógeno por parte de los microorganismos ruminales. 

  

1.3.2. Ubicación y Funciones de la GGT 

La gamma glutamil transferasa (GGT) es también conocida como gamma 

glutamil transpeptidasa (2.3.2.2.), una glicoproteína ligada a la superficie de la 

membrana en celulas animales (Angeli et al 2009). La misma cumple un papel 

importante en la transferencia de péptidos y aminoácidos a través de la pared 
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ruminal, así como de la formación de una reserva intracelular de glutamato y el 

nivel de su actividad puede regular la concentración de glutamato en las 

bacterias ruminales (Faixova et al 2006). Es una enzima encontrada 

principalmente en hígado y riñones y tiene carácter de fosfatasa alcalina; 

dentro de sus principales funciones esta catalizar la transferencia del residuo 

gamma-glutamil hacia un aminoácido aceptor (funciones de transporte 

similares a la de una hexoquinasa) (Campos et al 2007).  

La GGT ha sido utilizada como indicador metabólico para daño hepático en 

animales y humanos (Church 1989, Cunningham 2003). Es una enzima 

proveniente del metabolismo celular y su aumento a nivel sérico es indicativo 

de procesos patológicos hepato-biliares (Garcia-Sanmartín y Col  2001). 

Debido a que la glutamato deshidrogenasa (GDH) y la GGT están involucradas 

en el metabolismo del nitrógeno de los animales rumiantes, su actividad se 

puede ver afectada por el ambiente ruminal, específicamente por el nivel de 

amonio en el medio (Patterson y Hespell 1985; Pabon 2004), así como por el 

tipo de carbohidrato y grasa que contenga la dieta (Brooks y Lampi 1995). 

Patterson y Hespell (1985) por medio de experimentos In vitro observaron que 

en un medio con amonio reducido,  la actividad de la glutamina sintasa (GS) 

(que forma un complejo con la GDH) y la ureasa tiene un marcado aumento, 

así como una disminución en la actividad de aminotransferasas. 

Uno de los factores que determinan la regulación en la actividad de este tipo de 

enzimas es la cantidad total de enzima presente en el medio (Noda et al 1983; 

Owaga et al 1991). Adicionalmente se ha sugerido que en algunos tejidos 

animales (hígado de rata) la actividad de este tipo de enzimas (GDH 

específicamente) puede estar controlada de forma primaria por cambios en los 

niveles de ATP y GTP presentes (Smith et al 1975).  

 

1.3.3 Magnesio como cofactor de la GGT 

Algunos minerales actúan como componentes específicos e integrales de 

estructuras denominadas metalo-enzimas (Suttle 1999). En general, los 

minerales (principalmente macrominerales) desempeñan funciones catalíticas 
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en el metabolismo de los carbohidratos y de los lípidos, ácidos nucleicos y 

proteínas, principalmente como cofactores de una amplia variedad de enzimas 

(Wacker 1969). El Mg, junto con el Zn, generan una importante modulación de 

la enzima Glutation Peroxidasa interviniendo en las primeras etapas del 

metabolismo intermedio, asi como activando grupos fosfatos (Shils 1999). De 

igual forma ha sido relacionado con la respuesta a la acción de la insulina 

sobre la oxidación de la glucosa y la incorporación de lípidos (Miyazaqui, 1991). 

Se ha propuesto que estos iones divalentes interactúan con la fosforilacion de 

algunas enzimas y coenzimas para potenciar las reacciones de desaminación, 

asi como otras reacciones del metabolismo intermedio celular (Faixová y Faix 

2002, Nelson y Cox 2001).  

En rumiantes se han determinado diversos efectos asociados a la 

suplementación  con sales de iones divalentes encontrando tanto efectos 

estimulantes (Ba++ y Mg++) como inhibitorios (Cu++, Zn++, Cd++) de enzimas de 

importancia ruminal como la ureasa (Spears y Hatfield 1978). De igual forma se 

han reportado efectos positivos con la suplementación de sales de iones 

divalentes sobre la actividad de la Alanino Amino Transferasa (ALT), Aspartato 

Amino Transferasa (AST), GGT y GDH (Faixova y Faix 2002), las cuales son 

vitales en el proceso de transaminación ruminal. 

El Mg no solo participa activamente como cofactor en reacciones de 

fosforilación oxidativa si no, además, en procesos de transaminación como 

cofactor de la GGT fijando moléculas de amonio a cetoacidos receptores (como 

el ácido oxaloacético o -cetoglutarato) produciendo aminoácidos como el 

ácido aspártico y glutámico (Conn et al 2000). 

Faixová et al., (2006) utilizando líquido ruminal de ovejas fistuladas, 

determinaron la actividad de cuatro aminotransferasas (entre ellas GGT y GDH) 

por medio de kits colorimétricos, observaron que la adición de Mg bajo 

condiciones in vitro aumenta significativamente dicha actividad. Los datos 

recopilados por estos autores fueron comparados con actividad de las 

aminotransferasas medidas en ovejas LR que no recibió ninguna adicion 

(tratamiento control). 
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1.3.4 Concentración ruminal de Mg 

La concentración de Mg en rumen está directamente relacionada con la dieta 

suministrada y el volumen ruminal (Underwood y Suttle 1999) y las tasas de 

absorción y pasaje ruminal del mineral (Van’t Klooster, 1967, Jittakhot et al 

2004, Schonewille et al 1999). Se han utilizado marcadores indigeribles para 

calcular la tasa de pasaje ruminal de macrominerales (entre ellos Mg). 

 

Jittakhot et al (2004) reporto que la concentración de Mg en liquido ruminal 

varía entre 6,7 y 13,1 x 10 -3 mol/L, ademas que dicha concentración depende 

del nivel de Mg y K en la dieta. Scandolo et al (2007), trabajando con vacas 

holstein pastando praderas de Rye grass y suplementadas con 2 Kg de 

alimento concentrado, reportaron que el contenido de Mg en el licor ruminal 

osciló entre 1,9 a 2,3 x 10 -3 mol/L, observando una correlación negativa entre 

el pH ruminal y la concentración de este mineral.   

En este sentido, Adediji y Suttle (1999) demostraron que, tanto la especie 

animal, como la concentración de K en los forrajes, afectan la absorción del 

Mg. De tal forma que las ovejas pueden absorber hasta 3 veces más Mg que 

las vacas lecheras en dietas con bajo contenido de potasio. Esta propiedad 

puede estar relacionada con los resultados encontrados por Faixova y Faix 

(2002) y Faixová et al (2006). No obstante, la concentración de K afecta 

negativamente la absorción del Mg  sin importar la especie animal. 

 

Tabla 1.6 Volumen ruminal y Concentración de Mg en Vacas lecheras. 

W 
(Kg) 

Volumen 
ruminal 

(L) 
estimado 

Fuente Modelo Animal Dieta pH 
Ruminal 

Concentración 
Mg  

(1x10
-3
mol/L) 

       
       550 40,15 Scandolo et 

al 2007 
Vacas Holstein 

canuladas 
multíparas, vacías, 

no lactantes 

Lolium perenne 5,99 - 6,70 1,9 – 2,3 

420 30,66 Johnson et 
al 1988 

Vacas Jersey 
canuladas 

multíparas no 
lactantes 

Concentrado 
comercial y 

Heno 

5,6 - 7,2 0,5 – 6 
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792 53,3 Jittakhot et 
al 2004 

Vacas Holstein 
canuladas 

multíparas, vacías, 
no lactantes 

RTM: Heno, 
pasto seco y 
Concentrado 

6,8 - 6,84 6,7 - 13,1 

670 41 Schonewille 
et al 1999 

Vacas Holstein 
canuladas 

multíparas, vacías, 
no lactantes 

RTM: Heno, 
pasto seco y 
Concentrado 

6,55 - 6,63 1,45 - 1,63 

Fuente: Autor 
W: Peso corporal 

 

De igual forma, dicha concentración depende del volumen ruminal que a su vez 

tiene una relación positiva con el peso de los animales. Es posible que en los 

trabajos de Scandolo et al (2007), al igual que el trabajo de Sepulveda et al 

(2011) las concentraciones de Mg fueran menores que las de Jittakhot et al 

(2004) debido a que el peso de los animales utilizados por los primeros autores 

fue de aproximadamente 500Kg, mientras que el de las vacas utilizadas por los 

últimos fue de cerca de 792 Kg.  

 

En la tabla 1.6, se describen algunos trabajos, en los que se calculó el volumen 

ruminal en bovinos, así como la concentración de Mg en rumen. Sepuvelda et 

al (2011) por su parte, reportó que la concentración de este mineral en rumen 

tuvo un rango de entre 1,6 y 3,1 x 10 -3 mol/L en vacas Holstein suplementadas 

con MgO.   

 

1.4. Adición de Mg en la dieta de rumiantes y su efecto sobre el 

metabolismo nitrogenado. 

1.4.1. Suplementación de Mg en rumiantes 

En las condiciones del trópico alto colombiano, el contenido promedio de Mg 

para el kikuyo (Cenchrus Pennisetum) es de 0,27% (Correa et al 2008), 

mientras que en el pasto estrella (Cynodon nlemcfuencis) es de 0,21%. (Ver 

tabla 1.7). El kikuyo es el forraje más representativo de las lecherías de trópico 

alto en Colombia (Mojica et al 2009, Correa et al 2009), mientras que el pasto 

estrella es una de las principales especies forrajeras utilizadas en lecherías 

especializadas de trópico bajo y medio (González et al 1996) y de altura 

(Hernandez et al 2000, Sanchez y Soto 1997, 1999). 
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El consumo diario de materia seca (CMS) varía dependiendo del tipo de forraje, 

el modelo animal y las condiciones medioambientales (Van Soest 1994, Mayes 

y Dove 2000). Mientras que para vacas Holstein en trópico alto colombiano 

consumiendo pasto kikuyo, el CMS es de alrededor de 3,14% del peso vivo 

(PV) (Correa et al 2009, Leon 2011), para Vacas Jersey pastoreando praderas 

de Estrella, es en promedio de 2,67% del PV (González et al 1996). El 

promedio de CMS en trópico medio y bajo (900-1600 msnm) establecido a 

partir de numerosos reportes (Greenhalg et al 1966, Greenhalg y Reid 1968, 

Chandler 1976, Le Du et al 1979, Combellas y Hodgson 1979, Glassey et al 

1980, Ruiz et al 1981, Ceballos et al 2002) es de 2,95% del PV. 

El requerimiento diario de Mg para vacas lecheras adultas establecido por el 

NRC (2001) es de 0,2% de la MS consumida al día. Teniendo en cuenta el 

promedio de CMS en trópico, para una vaca lechera Holstein de 635 Kg, el 

aporte de Mg bajo pastoreo de Kikuyo (53 g Mg/d) o Estrella (39,3 g Mg/d) 

supera las recomendaciones del NRC (37,46 g Mg/d).  

Tabla 1.7 Composición Química Pasto Estrella (Cynodon nlemfuencis)* 

Componente Unidad Cantidad 

Materia Seca  % 49,64 

Cenizas  % 6,50 

Proteína Cruda  % 8,34 

Extracto Etéreo  % 0,85 

FDN  % 81,17 

FDA  % 45,43 

Fibra cruda % 20,33 

Ca   % 0,37 

P  % 0,30 

Mg  % 0,21 

K  % 1,41 
* Proveniente del municipio de Aratoca – Santander. 
Fuente: Laboratorio de Analisis Quimico y Bromatológico - Universidad Nacional de Colombia – Sede 
Medellin 

 

A pesar de este hecho, varios factores reducen la disponibilidad y absorción de 

Mg a nivel ruminal. En el trópico alto colombiano, el factor más limitante sería el 

alto contenido de K en los forrajes (Green et al 1983, Dalley et al 1997, Adediji 

y Suttle 1999). Es por esto que en explotaciones lecheras especializadas, la 
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principal fuente de suplementación de Mg es el alimento balanceado comercial. 

Este contiene una premezcla mineral que aporta cantidades suficientes de Mg 

a la dieta (Thomas et al 1984). El aporte de Mg por parte de los suplementos 

alimenticios varía notablemente ya que mientras que los granos de cereales 

contienen en promedio 0,12% en base seca, las tortas de oleaginosas alcanzan 

valores de 0,44% (MAFF 1992). 

En sus inicios, la suplementación de Mg fue utilizada para contrarrestar los 

problemas generados por la tetania de los pastos típica en países de zonas 

templadas, relacionando este desorden con periodos de crecimiento rápido del 

pasto (Kruse et al 1932, Blumer et al 1939). En este sentido, numerosos 

autores han resaltado el efecto negativo de los altos niveles de K en los 

forrajes, sobre la aparición de hipomagnesemia (Sjollema 1932, Suttle y Field 

1967, Schonewille et al 1999, Jittakhot et al 2004).  

Entre los efectos positivos de la suplementación con Mg también se reporta la 

corrección del síndrome de caída de grasa en leche, utilizando principalmente 

oxido de magnesio (MgO) (Xin et al 1980). Este compuesto por tener alta 

capacidad bufferizante, permite mantener un pH básico-neutro en el rumen 

controlando así la cantidad y tipo de acidos grasos volátiles ruminales, evitando 

asi la caída del contenido de grasa en leche. Erdman et al (1980), por su parte, 

utilizaron MgCO3 para generar un aumento de aniones en dietas para vacas 

secas con la finalidad de reducir la depresión de grasa en la leche. Rauch et al 

(2012) por su parte, reportan el efecto buffer de este mismo compuesto para 

vacas Holstein de alta producción.  El suministro de forrajes con bajo contenido 

de K es otra estrategia que se ha utilizado para disminuir la diferencia catión 

anión, como por ejemplo Heno de Phleum pratense (Charbonneau et al 2008). 

Otras fuentes de Mg han sido utilizadas más como fuente de este catión que 

por su efecto buffer. Es así como Wilson (1980) y Holtenius et al (2008) 

adicionaron MgCl2 y MgSO4 en dietas totalmente mezcladas (TMR) como 

tratamiento para la hipomagnesemia de Vacas Holstein y Rojas Suizas.  
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1.4.2. Niveles tóxicos de Mg dietario. 

El nivel de Mg suplementado en dietas para ganado lechero puede alcanzar 

niveles de hasta 0,4 y 0,5% en base seca (NRC 2001). No obstante, Van Mosel 

et al (1990) utilizaron en vacas lecheras niveles de 0,61% sin generar efectos 

negativos reportados previamente, como diarrea o disminución del CMS. 

Gentry et al (1978), al suplementar  25 y 47g de MgO por  Kg de MS,  

observaron efectos nocivos como diarrea, resequedad y degeneración severa 

del epitelio estratificado del rumen, mientras que  Chester y Jones (1989) 

suplementando MgO en una dosis de 14g de Mg / Kg MS observaron efectos 

medianamente tóxicos.  

Underwood y Suttle (1999), afirman que la inexistencia de un mecanismo de 

control metabólico del Mg puede ser indicio de una alta tolerancia a consumos 

extremos. Sin embargo numerosos estudios indican los peligros de altas 

suplementaciones de Mg. Dichos reportes se resumen en la tabla 1.8. 

Los mecanismos de absorción ruminal de Mg, también parecen indicar 

tolerancia a altas cantidades del mineral en la dieta. Uno de los mecanismos es 

pasivo y no saturable (Roth y Werner 1979, Martens 1983) presentándose en 

dietas con altos contenidos de K. El otro mecanismo (activo y saturable) se 

presenta en consumos bajos de Mg (Thomas 1983). Por tanto, estos procesos 

pueden indicar que la absorción (y por tanto la disponibilidad) de Mg en 

rumiantes está íntimamente ligado al contenido de K más que de Mg en la 

dieta.  

Tabla 1.8. Niveles de Suplementación experimental de Mg y efectos en 

Rumiantes 

Autor y Año Fuente Mg Cantidad               

(g de Mg /Kg de MS) 

Modelo 

animal 

Efecto 

Chester-Jones et al 

1990 

MgO 25 – 47 Novillas Diarrea, Daño 

epitelio ruminal 

Gentry et al 1978 MgO 13 Novillas Pérdida de 

Apetito 

Ebel y Gunther MgO - MgSO4 47 Novillas Parálisis 
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1980 Muscular 

Suttle y Brebner  

1995 

MgSO4 y MgCl2 130 Corderos Diarrea 

Prominente 

James y Chandran 

1975 

MgO, MgCO3 Excesivas Cabras 

Adultas 

Urolitiasis 

Chester-Jones et al 

1989 

MgO 24 Novillas Urolitiasis 

Chester-Jones et al 

1990 

MgO 47 Terneros Urolitiasis 

Fuente: Autor. 

1.4.3. Relación entre la GGT y el metabolismo nitrogenado ruminal  

Se han descrito dos vías enzimáticas por las cuales, algunos microorganismos 

son capaces de convertir N inorgánico (en forma de amonio o nitrato) en 

orgánico (aminoácidos), la primera de las cuales, y quizás más importante, 

involucra la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) que cataliza la siguiente 

reacción: 

Figura 1.1. Asimilación de amonio en microorganismos por la vía GDH 

 

En esta reacción se obtiene glutamato por medio de la adición de NH4
+ a un 

esqueleto carbonado representado por el α-ceto-glutarato y con la utilización 

del NADPH como cofactor. (Marques 1988).  

En la otra vía metabólica interviene la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato 

sintasa (GOGAT). En esta reacción el NH4
+ es incorporado a la glutamina y 

luego es transferido al α-ceto-glutarato en la posición α (Wolk et al 1976, Meeks 

et al 1978).  La reacción general se muestra a continuación: 
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Figura 1.2. Asimilación de amonio en microorganismos por la vía GS-GOGAT 

 

A nivel ruminal, estas enzimas (GGT, GDH y GS, GOGAT) reciben especial 

atención por su participación en el proceso de fijación de Nitrógeno no proteico 

(NNP) en forma de amonio al ligarlo a un cetoacido (Nelson y Cox 2001, Pabon 

2004). El aminoácido resultante de cualquiera de los dos procesos, puede ser 

incorporado a la proteína que compone a los microorganismos ruminales 

(Hoshino et al 1996, Van Soest 1994).  

La gamma glutamil transferasa (GGT) es una enzima de control alostérico y de 

carácter ubicuo en tejidos animales (Rico et al 1977). Su función general es la 

transaminación de un cetoacido, transfiriendo péptidos y aminoácidos a través 

de la pared ruminal y otras membranas biológicas incluyendo la de 

microorganismos (Nakayama et al 1994)  

La GGT juega un papel importante en el transporte de aminoácidos, a través de 

una secuencia de reacciones que forman un ciclo “gamma-glutamil”. (Whitfield 

2001). En humanos ha sido identificada en tejidos de importante función 

transportadora como los riñones y los conductos biliares (Hanigan y Frierson 

1996.).  

Sin embargo, su principal función es la de dividir la molécula del Glutation en 

sus aminoácidos constituyentes a nivel de la membrana celular, así como el 

transporte de los mismos hacia el citoplasma (Whtiflied 2001). En los 

hepatocitos, la GGT transporta una molécula de glutatión desde el exterior 

celular hacia el citoplasma dividiéndolo en un aminoácido con un residuo 

gamma glutamil (GGAA) y una molécula de cisteinil glicina (Rodwell y Kenelly 

2003). El GGAA  puede ser posteriormente convertido a Acido glutámico y  

glutamina. (Ver Figura 1.3) 
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Figura 1.3. Reacciones del ciclo “gamma glutamil” – Rompimiento y Sintesis de 

Glutation. 

 
Tomado de Whitfield 2001. 

La síntesis de uno u otro aminoácido (glutamato o glutamina) es mediada por la 

vía enzimática de la GDH o la de la glutamina sintetasa (GS-GOGAT) (Nelson y 

Cox 2001). El glutamato por su parte, juega un papel central en el metabolismo 

del N en mamíferos superiores y microorganismos ya que cumple el papel de 

donante y receptor de grupos aminos (NH2
-) (Chen y Rusell 1989, Paster et al 

1993, Nelson y Cox 2001, Pabón 2004).  

En las bacterias el amonio es asimilado hasta ser convertido en aminoácidos 

vía glutamato y por intermediación de aminotransferasas (Lightfoot et al 1988, 

Conn et al 2001). Se ha postulado que la concentración de GGT puede regular 

el pool intracelular de glutamato en bacterias ruminales (Faixová et al 2006).   

El ciclo descrito en la figura 1.2 utiliza como cofactor al sistema NADH+H+, 

produciendo una molécula de Glutamato (Nelson y Cox 2001). Adicionalmente 

en este sistema, iones divalentes como Co, Cu y Mg pueden actuar como 

cofactores (Faixova et al 2006, Arelovich 2008). La adición In vitro de Mg 

aumenta la actividad de esta y otras enzimas involucradas en procesos de 
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transaminación (Durand y Kawashima 1980. Faixová y Faix 2002, Faixová et al 

2006).  

Es posible por tanto, que una mayor actividad de la GGT produjera un aumento 

en la disponibilidad de sustratos para otras aminotransferasas responsables de 

la fijación de amonio a nivel ruminal. Sin embargo ninguno de los estudios 

previamente citados, ha reportado de manera concluyente que el cambio en la 

actividad enzimática, altere la producción de amonio a nivel ruminal, sanguíneo 

o lácteo. 

1.4.4. Nitrógeno ureico en Leche y sangre 

Se ha demostrado que el nivel de amonio producido a nivel ruminal está 

íntimamente relacionado con el nivel de nitrógeno ureico en sangre (NUS ó 

BUN por sus siglas en Ingles) (Preston et al 1961, Preston et al 1964, Ropstad 

et al 1989, Gustafsson y Palmquist 1993). De igual forma, el NUS guarda una 

estrecha relación con la concentración de nitrógeno ureico presente en la leche 

(Hammond 1994, Leng 1992). Varios reportes han demostrado una relación 

positiva y directa entre el NUL y el NUS (r2=0,74) (Broderick 1995, Oltner y  

Wiktorsson 1983).  

En este sentido, tanto el NUS (r2=0,98) como el NUL (r2=0,59) están 

directamente relacionados con el contenido de proteína cruda en la dieta 

(Preston et al 1964, Broderick 1995) así como su utilización a nivel ruminal 

(Roseler et al 1993, Socha et al 2005) toda vez que el exceso de proteína 

dietaria puede generar en rumiantes un exceso de urea exportada al hígado y 

excretada por orina y leche (Jordan et al 1983, Van Soest 1994, Jonker et al 

1998, Annison y Briden 1999) 

Por tal motivo, el monitoreo de los niveles de nitrógeno ureico en leche (NUL), 

se constituye en un posible indicador del consumo y de la degradación de la 

proteína de la dieta (Hammond 1994). La medición del NUL es actualmente 

una herramienta de amplio uso en los hatos especializados en producción de 

leche, debido a que la urea es un metabolito que está afectado por factores de 

tipo nutricional como el porcentaje de proteína, cantidad de carbohidratos 
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solubles y la relación proteína: energía metabolizable (EM) (Leng 1992, 

Rowlands 1978).  

A pesar de la significancia de los niveles de nitrógeno ureico en sangre (NUS), 

este no es el único metabolito que indica la degradación de la proteína dietária 

y la producción de amonio en rumen. El aminoácido arginina es otro compuesto 

que puede transportar moléculas de urea entre tejidos (Oba et al 2004) y es 

utilizado en algunos estudios como indicador del balance proteico de la dieta 

(Caro y Correa 2006, Monsalve 2004). Esto puede indicar en algunos estudios 

las diferencias encontradas entre los niveles de N excretado en leche u orina y 

el contenido de PC en la dieta (Hojman et al 2004, Bonano et al 2008, Miglior et 

al 2007).  

1.4.5. Metabolismo Nitrogenado en el  rumen durante el preparto.   

En este estado fisiológico, el metabolismo ruminal y la eficiencia en el uso de N 

a nivel ruminal edepende del tipo de poblaciones bacterianas (Hungate 1968, 

Goat et al 1998, Fernando et al 2010), el pH ruminal (Preston et al 1964, Van 

Soest 1994, Veth et al 1999, Pan et al 2003), la disponibilidad de sustratos para 

la síntesis de aminoácidos (McLaren 1964, Alison 1969) y la disponibilidad de 

cofactores enzimáticos (Faixová y Faix 2002 y Faixová et al 2006).  

Se ha determinado efecto del pH sobre el metabolismo nitrogenado al observar 

que;  con un pH de 6,35 se aumentaba la digestibilidad de la fibra en forrajes 

secos debido a un aumento en las poblaciones fibrolíticas, mientras que a un 

pH de 6,13 se aumentaba la síntesis microbial de proteína. (De Veth et al 1999) 

asociado a cambios en el tipo de poblaciones microbiales, especialmente las 

amiloliticas y proteoliticas.   

Los cambios de pH en el periodo preparto estan relacionados, según Correa 

(2001) con una adaptación de bacterias ruminales a una dieta más energética, 

como la que recibirá el animal al inicio de la lactancia. Esta adaptación es una 

de las funciones básicas que deben ser cuidadas en el preparto para disminuir 

la incidencia de desórdenes posparto. En algunas explotaciones las vacas 

secas (mayor a siete meses de gestación) reciben una dieta pobre basada en 

forrajes fibrosos e incluso residuos de ensilaje (García 2009). Por ello, el aporte 
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de carbohidratos no estructurales como el almidón puede ser muy bajo. 

Annyson y Briden (1999)  señalan que una disminución en la disponibilidad de 

almidón a nivel ruminal, reduce drásticamente la síntesis de proteína microbial.  

Las poblaciones microbianas del rumen se ven afectadas por los cambios en el 

contenido de la dieta de vacas preparto. Este tipo de dieta puede tener hasta 

12% de proteína cruda (PC) en base seca (NRC 2001), menos de 1,26 Mcal de 

ENl / Kg MS (Drackley 1999, Dan et al 2005, 2006), 64% de Fibra detergente 

neutro (FDN) y 30% de fibra detergente ácido (FDA) (Correa et al 2009). Giri et 

al (2005) reportaron una menor cantidad de protozoarios ciliados en rumen con 

dietas pobres en proteína y altas en FDA.  

Pan et al (2003) por su parte, reportan bajos niveles de amonio ruminal, pH y  

de ácidos grasos volátiles totales en dietas basadas en forrajes fibrosos (73,9% 

FDN) y con bajo contenido proteico (7% PC). Dietas con contenido bajo de 

granos y alto de forraje fibroso (<2 Mcal EM /Kg de MS) mostraron un aumento 

en las poblaciones de bacterias fibrolíticas, tales como Butyrivibrio fibrisolvens  

y Fibrobacter succinogenes (Fernando et al 2010). 

Estos cambios en las poblaciones, alteran de manera negativa el metabolismo 

de carbohidratos y proteínas a nivel ruminal (Weimer et al 1988). Moller 1996,  

señala que una alteración en la composición de fibra de la dieta (disminución 

en FDN y en carbohidratos solubles) no permite el correcto aprovechamiento 

de la proteína dietaria.  

A pesar que cerca del 82% de las bacterias ruminales pueden utilizar al amonio 

como su única o principal fuente de N para crecer (Bryant y Robinson 1962, 

Allison 1969, Van Soest 1994) bajo el régimen alimenticio de vacas secas 

preparto, es posible que la disponibilidad ruminal de N, así como su utilización 

sea bajo.  

Algunos autores (Fiems et al 1999Valkeners et al 2006, 2008, Zabala 2000) 

han postulado que el balance entre proteína degradable en rumen y energía de 

la dieta, afecta directamente el metabolismo ruminal toda vez que dicha 

relación cambia las poblaciones de microorganismos asi como las condiciones 

del rumen. Pardo et al (2008), concluyeron que relaciones bajas (27 y 28) entre 
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proteína cruda (PC) y energía metabolizable (EM) en la dieta de vacas lecheras 

en trópico alto, disminuyen la cantidad de amonio ruminal, NUL, NUS y 

proteína producida en rumen, pudiendo indicar que este desbalance dietario 

afecta el metabolismo proteico de rumiantes.  

 

Sin embargo, los resultados de Clarck et al (1992) no muestran un efecto 

directo entre la relación N y energía en la dieta y la sintesis microbiana, 

producción de amonio o excreción de N. De esta forma, la información sobre el 

balance ideal entre N y energía en la dieta para optimizar el metabolismo 

nitrogenado ruminal no es consistente, debido a que estos nutrientes deben 

satisfacer el requerimiento del animal y del microorganismo (Owen y Goetsch 

1989). 

Otro factor que afecta negativamente la disponibilidad y metabolismo de N a 

nivel ruminal, es la caída abrupta del consumo de materia seca (CMS) a partir 

de la tercera semana preparto, lo que disminuye el ingreso de nutrientes para 

el animal y el feto (Bertics et al 1992, Hutjens 1999). Este fenomeno hace parte 

de un periodo denominado “de transición” en el que, cambios hormonales, 

metabólicos y enzimáticos permiten una caída sostenida del CMS, del peso 

vivo y la ganancia diaria de peso de la vaca (Drackley et al 2005). Esta 

disminución en la ingesta de alimento genera aumento en el pH ruminal, 

cambios en el patrón de producción de AGV y de poblaciones ruminales, lo que 

resulta en un cambio en los principales metabolitos energéticos y proteicos del 

animal (Douglas et al 2006).   

Bajo las condiciones de manejo de las vacas preparto en hatos lecheros 

tradicionales y teniendo en cuenta las condiciones propias de este periodo 

productivo del animal, el metabolismo tanto energético como protéico se ve 

afectado por cambios en el ambiente ruminal (pH y perfil de AGV) que 

condiciona las poblaciones microbianas (cantidad y tipo) presentes en el rumen 

lo cual a su vez cambia la cantidad de AGV y amonio producidos en el mismo.  
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CAPITULO 2 

 

ESTIMACIÓN DE LA LIBERACIÓN RUMINAL DE CUATRO FUENTES 

INORGÁNICAS DE Mg POR MEDIO DE LA TÉCNICA In  situ   

 

Wilmer Cuervo a, Héctor Jairo Correa ab 

a Grupo de investigación en interacciones nutricionales, metabólicas y 

reproductivas en bovinos. b Departamento de Producción Animal, 

Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín, 

 

 Resumen 

 

El Magnesio (Mg) es un mineral abundante en los forrajes utilizados en la 

alimentación de bovinos de leche, actuando como un cofactor en reacciones 

enzimáticas vitales para las principales vías metabólicas. Se ha establecido 

que la liberación ruminal del Mg contenido en forrajes de trópico alto es elevada 

(87%) pero se desconoce la liberación de este mineral trabajando con fuentes 

inorgánicas. Con el objetivo de evaluar la liberación ruminal de cuatro fuentes 

inorgánicas de magnesio (Mg) incubadas en forma de sal pura, se determinó la 

desaparición de la materia seca (DMS) del óxido de Mg (MgO), sulfato de Mg 

(MgSO4), cloruro de Mg (MgCl2) y carbonato de Mg (MgCO3). Para ello se 

utilizaron 3 vacas Holstein canuladas al rumen (620 ± 14 Kg y 7 años en 

promedio) ubicadas en el municipio de Santa Elena Antioquia (2538 msnm; bH 

– MB; 16ºc) consumiendo pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hoechst Ex 

Chiov) Morrone) a voluntad. Para la prueba se empacaron aproximadamente 

0,5 g de cada fuente en bolsas de nailón con dos tamaños de poro (25 y 50μm) 

(por triplicado), se incubaron en el rumen de los tres animales y se evaluó la 

DMS en tres tiempos (0, 12 y 24h). Se utilizó un diseño en bloques completos 

al azar con un arreglo factorial 2x3x4 (dos tamaños de poro, tres tiempos de 

incubación y cuatro fuentes minerales) y una prueba de Tukey para establecer 

la significancia estadística de las diferencias entre promedios. Se detectó una 

interacción entre el tiempo de incubación y la fuente mineral sobre la DMS 

(p<0,0001).  
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No se observaron efectos del animal (p=0,48) pero sí del tamaño del poro 

(p<0.01). Se evidenciaron DMS superiores en los tres tiempos de incubación 

para el MgCl2 y el MgSO4 con respecto a las demás fuentes minerales 

(p<0.0001). La DMS para las bolsas con tamaño de poro de 25µm fue 

significativamente inferior a la observada en las bolsas de 50 µm (p<0,002). La 

naturaleza higroscópica del MgCl2  y el MgSO4 pueden afectar la 

determinación inicial de la DMS. Las fuentes que tuvieron mayor DMS 

presentan a su vez la mayor solubilidad en agua. A pesar que todas las sales 

de Mg evaluadas mostraron un tamaño de partícula superior al de los tamaños 

de poro evaluados, la DMS fue independiente de este factor. De acuerdo a los 

resultados obtenidos en el experimento se puede afirmar que factores como el 

alto pH ruminal, la baja solubilidad en medio acuoso y las propiedades 

químicas de las fuentes inorgánicas afectan la DMS de dichos compuestos. 

 

Palabras claves: Holstein, líquido ruminal, tamaño de poro, kikuyo, ANKOM, 

BRIONI. 

 

Abstract 

 

Magnesium (Mg) is an abundant mineral in forages used in dairy cattle feed, 

acting as a cofactor in enzymatic reactions vital for major metabolic pathways. It 

has been established that the ruminal release of Mg content in high tropical 

forages is high (87%) but the release of this mineral is known to work with 

inorganic sources. The aim of the study was to assess the ruminal release of 

four inorganics sources of magnesium (Mg) incubated as pure salt. The dry 

matter degradability (DMD) was measured for magnesium oxide (MgO), 

magnesium sulfate (MgSO4), magnesium chloride (MgCl2) and magnesium 

carbonate (MgCO3). Three Holstein canulated cows (620 ± 14 Kg and seven 

years old) were housed in the paysandu ranch located in Santa Elena – 

Antioquia (2538 masl; bH – MB; 16ºc). The animals were feed kikuyus grass 

(Cenchrus clandestinus (Hoechst Ex Chiov) Morrone) ad libitum. For the trial, 

0,5 g of each Mg source was packed in nylon bags with two pore sizes (25 and 

50μm) (by  triplicate). The bags were incubated in the rumen of the three cows 

and was assessed the DMD at 0, 12 and 24 hours. A Blocks completely 
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randomized design was used with a factorial arrangement 2x3x4 (two pore 

sizes three incubation times and four mineral springs) and a Tukey test for 

statistical significance of differences between means. 

 

An interaction between time of incubation and the mineral resource on the DMS 

(p < 0.0001) was detected. No animal effect (p = 0.48) but pore size ( p <0.01) 

were observed . Were evident higher DMD in all three incubation times for the 

MgCl2 and MgSO4 respecting other mineral (p <0.0001). The DMD for the bags 

with a pore size of 25μm was significantly lower than that observed in the bags 

of 50 microns (p < 0.002). The hygroscopic nature of MgCl2 and MgSO4 can 

affect the initial determination of the DMD. The sources had higher DMD have 

in turn increased water solubility. Although all tested Mg salts showed a higher 

particle size than the tested pore size, the DMD was independent of this factor. 

According to the results of the experiment can be said that factors such as high 

ruminal pH, low water solubility and the chemical properties of inorganic affect 

DMS sources of such compounds. 

  

Keywords: Holstein, ruminal Liquor, pore size, kikuyus, ANKOM, BRIONI. 

 

 

2.2. Introducción  

 

El Magnesio (Mg) es un importante catión intracelular actuando como coenzima 

para reacciones enzimáticas vitales en las principales vías del metabolismo 

energético (NRC, 2001), su deficiencia es poco comun en la mayoría de los 

animales domésticos (Aikawa, 1981, Underwood y Suttle, 1999). No obstante, 

cuando se ha observado bajas sensibles en el contenido de Mg en la dieta, se 

ha relacionado con el exceso de fósforo y potasio en la misma (Jittakhot et al 

2004). Esta situación ha sido asociada con malformaciones en las 

extremidades e incluso mortalidades, particularmente en especies como la 

aviar y la porcina (Atteh y Leeson, 1983; 1986).  

 

El bajo contenido de Mg (Tomas y Potter, 1976; Field y Munro, 1977) y el 

excesivo contenido de potasio en forrajes (Schonewille et al., 1998; 2007) se ha 
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relacionado con altas incidencias de hipomagnesemia. Los forrajes tropicales 

presentan un contenido de Mg que oscila entre 0,36% para gramíneas y 0,28 % 

para leguminosas (Minson, 1990), mientras que los alimentos concentrados 

(energéticos y proteicos)  presentan un mayor contenido de Mg que los forrajes 

(Adediji and Suttle, 1999). El bajo contenido de Mg en forrajes y en cereales 

(menos frecuente) ha sido identificada como la principal causa de 

hipomagnesemia (Tomas y Potter, 1976; Field y Munro, 1977) hecho agravado 

por el contenido excesivo de potasio (superior a 4,5% de la MS) en praderas 

altamente fertilizadas (Schonewille et al 2007). Este tipo de desórdenes 

metabólicos, sin embargo, son comunes en zonas templadas y 

específicamente con rebrotes de forraje en la primavera, mientras que en 

regiones tropicales son poco frecuentes (Littledike et al., 1983). El elevado 

contenido de K en forrajes típicos del trópico alto como el kikuyo (hasta 5,12% 

de la MS) (Correa et al., 2008) están relacionados con disfunciones en el 

metabolismo del Ca y del Mg (Goff, 2006). 

 

 

En las ganaderías del país, el principal suplemento dietario es la sal 

mineralizada (MADR, 2010) y en ganado en periodo preparto, se han utilizado 

mezclas de macrominerales en forma de sales anionicas combinándolas con 

suplementación de Ca y Mg para la prevención de la hipocalcemia e 

hipomagnesemia (Underwood y Suttle, 1999). El contenido de Mg de fuentes 

inorgánicas va desde  5% en el fosfato de Mg hasta un 52% en la magnesita 

calcinada (FEDNA 2012).  

 

Numerosos estudios han reportado las ventajas y los efectos positivos de la 

suplementación inorgánica de minerales (Aholay et al. 2004), así como su 

biodisponibilidad relativa (McDowell 1996, Parsi et al., 2001). Los iones como el 

carbonato, cloruro, oxido y sulfato han presentado valores de biodisponibilidad 

altos (McDowell 1996), su absorción oscila entre 30 y 70% (NRC 2001) y su 

solubilidad en medios acuosos depende en gran medida al tipo de sal (NIST 

2011).  
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Tabla 2.1. Solubilidad en medios acuosos de las fuentes minerales evaluadas  

Fuente 

Mineral 

Solubilidad en agua 

(g/100mL) 

MgO 

MgCO3 

MgSO4 

MgCl2 

0,0086* 

10,6** 

35,5*** 

54,2*** 

Adaptado de  
*
 De Baat 1926.  ** NIST standard reference database 2011.  *** National Library of Medicine - Medical 

Subject Headings 2006. **** Royal Society of chemistry - Chemspider.   

 

Se ha reconocido al rumen como el principal sitio de absorción del Mg en 

rumiantes adultos (Martens y Blume, 1986; Care et al., 1984; Greene et al., 

1983), donde bajos niveles de pH (Cook et al. 1994) y altos contenidos de K en 

forraje (Fontenot et al 1973, Tomas y Potter 1976) pueden disminuir su 

solubilidad. En Colombia se han reportado, valores iníciales de liberación 

ruminal de Mg en pasto kikuyo superiores al 70% (Correa et al. 2008) y hasta 

93% a las 72 horas de incubación en rumen (Moseley y Griffiths 1984, Van Eys 

y Reid 1987) Sin embargo, Se desconocen trabajos en los que se halla 

estimado la liberación ruminal del Mg a partir de fuentes Inorgánicas incubadas 

como sales puras y utilizando la técnica In situ. Por ello el objetivo de este 

trabajo fue evaluar  la desaparición de cuatro fuentes inorgánicas de Mg por 

medio de la técnica in situ utilizando dos tamaños de poro en la bolsa de nailón. 

 

2.3. Materiales y Métodos 

 

2.3.1. Localización  

 

La investigación se realizó en la granja experimental Paysandú de la 

Universidad Nacional de Colombia, ubicada en el municipio de Santa Elena 

(Medellín, Antioquia) a 2538 msnm y que pertenece a la zona de vida de 

Bosque húmedo montano bajo (bH – MB) (Holdridge, 1996). 
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2.3.2. Animales experimentales. 

 

Se utilizaron tres vacas de la raza Holstein, adultas no lactantes, canuladas al 

rumen, con un peso y edad promedio de 620 ± 14 Kg y 7 años, 

respectivamente. Dichos animales fueron alimentados a voluntad con pasto 

kikuyo. Los animales experimentales fueron trasladados del potrero hacia el 

corral de manejo situado al lado del ordeño a las 07:00 am el día del 

experimento, donde se realizó la extracción de la tapa de la cánula y la 

incubación de los sustratos a evaluar. 

 

 

2.3.3 Preparación de las muestras  

 

Se tomaron aproximadamente 0,5 g de cada una de las fuentes inorgánicas a 

evaluar; oxido de Mg (MgO), sulfato de Mg (MgSO4), cloruro de Mg (MgCl2) y 

carbonato de Mg (MgCO3) cuyas solubilidades se presentan en la tabla 2,6 

Dichos compuestos fueron empacados en dos tipos de bolsas de Nylon: bolsas 

FNº 57 Ankom ® con un tamaño de poro de 25 μm y dimensiones de 5 x 4 cm 

(para obtener un área efectiva por bolsa de 37 cm2) compuestas por un 

material tipo poliéster, y bolsas elaboradas con tela nacional (Brioni®-Lafayette) 

con un tamaño de poro de 50µm, implicando un menor costo.  

 

Se determinó el tamaño de partícula de cada fuente, tomando fotografías con 

zoom óptico de 20X a las partículas de las cuatro fuentes minerales a evaluar  

ubicadas sobre una hoja de papel milimetrado con divisiones de 500 y 1000µm 

(ver anexos), esto con la finalidad de establecer su relación con el tamaño del 

poro de las bolsas evaluadas. Se tomaron 11 observaciones de cada una de 

las fuentes minerales evaluadas y se presenta el promedio y la desviación 

estándar del tamaño de cada una de las fuentes. Esta metodología fue 

implementada por los participantes del estudio por no contar en el momento 

con un microscopio acondicionado para esta medición.  
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En cada una las bolsas se depositaron  aproximadamente 0,5 g de muestra 

(Goering y Van Soest, 1970) lo que corresponde a una relación tamaño de la 

muestra/superficie de la bolsa de 13.5 mg/cm2 (Van Hellen y Ellis, 1977). 

Posteriormente las bolsas fueron selladas  con calor por medio de un sellador 

eléctrico (Orskov et al., 1980). Cada una de las bolsas fue introducida en una 

malla de plástico de acuerdo al tiempo de incubación correspondiente y 

finalmente las mallas fueron atadas por medio de una cuerda de cáñamo a 

mosquetones fijados a una cadena de hierro cromado de 1.0 m de longitud.  

 

 

2.3.4 Incubación de las bolsas. 

 

Previo a la incubación se realizó un enjuague de las bolsas en agua a 39ºC 

durante 2 minutos, posteriormente se incubaron las bolsas en el rumen. Al 

momento de la incubación, se determinó el pH ruminal mediante un 

potenciómetro portátil (WTW 315l®). Se introdujo una bolsa por cada tiempo (0, 

12, 24), por cada tamaño de poro, por cada fuente mineral evaluada y en cada 

animal, de tal forma que se introdujeron un total de 24 bolsas por animal.  

 

Las bolsas fueron introducidas al rumen al mismo tiempo en las tres vacas 

comenzando con el tiempo más largo (24 horas) prosiguiendo con las bolsas 

de los demás tiempos (12 y 0 h), de tal manera que al final de la incubación, 

todas las bolsas fueron extraídas al mismo tiempo y se lavaron 

simultáneamente con agua de grifo hasta que el agua salió limpia (Nocek, 

1988).  

 

2.3.5. Determinación de la desaparición de la materia seca (DMS) 

 

Las bolsas fueron secadas en una estufa de aire forzado a 65ºc durante 48 

horas, luego de lo cual fueron pesadas. A dicho peso se le restó el peso de la 

bolsa vacía para calcular la cantidad de muestra desaparecida en cada tiempo 

de incubación. De esta forma la DMS (parcial) fue calculada como se muestra a 

continuación: 
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Ecuación 2.1. Determinación de la desaparición de la materia seca 

 

%DMS = (((Pv+Pm)-Pbr)/Pm)* 100 

Dónde:  

Pm = Peso muestra (g) 

Pv = Peso bolsa vacía (g) 

Pbr = Peso Bolsa y el residuo 

Fuente: Autor 

 

2.3.6.  Análisis estadísticos. 

 

Se estableció el promedio y la desviación estándar del tamaño de partícula de 

cada fuente de Mg. Los datos de DMS fueron analizados bajo un diseño en 

bloques completos al azar con un arreglo factorial 2x3X4, donde los factores 

analizados fueron respectivamente, el tamaño del poro, el tiempo de incubación 

y las fuentes minerales. Los tres animales representaron los bloques, de 

acuerdo al siguiente modelo:  

 

Yijk =  + Ti + Bj + eijk 

 

Donde Yijk es la desaparición de la materia seca;  es la media poblacional; Ti 

es el efecto del i-ésimo tratamiento experimental; Bj es el efecto del j-ésimo 

bloque, y eijk es el error experimental. Para este análisis se utilizó el PROC 

GLM del programa estadístico SAS (2002) donde la variable respuesta a 

analizar fue la desaparición de la materia seca (DMS) expresada en %. Los 

resultados obtenidos son expresados como la Media ± Error Estándar. Cuando 

se hallaron diferencias significativas, se aplicó la prueba de LSMEANS para el 

análisis de la diferencia entre los promedios.  
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Adicionalmente se adelantó un análisis de correlación entre la solubilidad de 

cada fuente y la DMS a la 24 h mediante el PROC CORR del programa 

estadístico SAS (2002). 

 

 

 

2.4. Resultados y Discusión. 

 

El pH promedio para los animales experimentales, medido antes de la 

introducción de las bolsas fue de 6,99±0,021. Dicho pH es compatible al 

hallado para animales pastando praderas de forrajes tropicales fibrosos y sin 

suplementación alimenticia (García y Kalscheur 2006, Correa et al 2012, Duque 

2013). Dicho valor es importante puesto que este se asocia con la solubilidad 

de las fuentes inorgánicas de minerales para rumiantes (Jesee et al 1980), (Ver 

tabla 2.1).  

  

 

El tamaño promedio de partícula de las cuatro fuentes de Mg fue superior a 

700m (Tabla 2.2), lo que puede indicar que la desaparición de las muestras 

de las bolsas de nailon no fue causada por el tamaño de partícula de la fuente 

mineral si no, por su solubilidad en el medio ruminal, toda vez que los tamaños 

de poro evaluados fueron 25 y 50m.  

 

2.2. Tamaño de partícula para las Fuentes minerales evaluadas. 

 

Partícula 

Muestreada* 

MgO MgCO3 MgSO4 MgCl2 

 µm 

 

PROMEDIO 963,6 743,6 992,7 700,0 

D. E. 317,9 240,7 459,0 280,2 

* Los promedios provienen del muestreo de 11 partículas (ver Anexos) 
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Grafica 2.1. Efecto de la fuente mineral y el tiempo de incubación sobre la 

DMS (%) 

 

Literales diferentes en mayúsculas indican diferencias en el tiempo 
Literales diferentes en minúsculas indican diferencias dentro de la fuente 

 

 

No se evidenció efecto de la triple interacción entre la fuente, el tamaño del 

poro y el tiempo evaluado (p=0,92). Con respecto a la interacción de primer 

nivel, solamente se observó efecto de la interacción entre el tiempo de 

incubación en rumen y la fuente mineral (p<0,0001).  Resultados similares son 

reportados por Correa (2007) en los que el Mg ´contenido en forraje kikuyo 

presenta una alta desaparición ruminal a las 0 horas (70%) y a las 24 horas 

alcanza una desaparición superior al 90%. Igualmente, Gojon et al (1998) 

observaron que los principales macrominerales (Ca, P, Mg, K) presentaban a 

las 24 horas una desaparición ruminal in situ de aproximadamente 85%.  

 

 

 

 

Ca 

Cb Cb 
Cb 

Ba 
Ba 

Aa 
Aa 

Aa 

Aa 

Aa 

Aa 

-20

0

20

40

60

80

100

120

D
M

S 
%

 

0 12 24 
Hora Incubación 

MgO

MgCO3

MgSO4

MgCl2



91 
 

Tabla 2.3. Efecto del tamaño del poro, fuente mineral y tiempo de 

incubación sobre la desaparición de materia seca DMS de las fuentes 

minerales evaluadas.  

EFECTO 
EVALUADO 

gl Suma 
cuadrado tipo 

III 

Cuadrado Medio 
Calculado 

F p 

Tamaño de poro 1 0,1586 0,1586 10,55 0,0022 

Tiempo de 
Incubacion  

2 0,1821 0,09107 6,05 0,0046 

Animal 2 0,022 0,0113 0,75 0,4775 

Fuente Mineral 3 12,8286 4,2762 284,26 <0,0001 

Poro x Tiempo 2 0,0062 0,0031 0,21 0,8142 

Poro x Fuente 3 0,1133 0,0377 2,51 0,0703 

Tiempo x Fuente 6 0,9584 0,1597 10,62 <0,0001 

Poro x Tiempo x 
Fuente 

6 0,0288 0,0048 0,32 0,9233 

 

No se observaron efectos significativos del tiempo de medición sobre el nivel 

de DMS para MgCl2 ni para MgSO4 (p=0,74) (gráfica 1.1). De hecho estas dos 

fuentes fueron estadísticamente superiores en todas las mediciones a las otras 

dos fuentes evaluadas (MgO, MgCO3) (p<0,0001). La descripción técnica del 

cloruro y el sulfato de Mg demuestra que estas dos fuentes presentaban los 

mayores valores de solubilidad (54,2 y 35,5 g/100mL, respectivamente) (Royal 

Society of Chemistry).   

 

La DMS del MgCO3 y del MgO fue baja en el tiempo 0, pero luego se 

incrementó la del MgCO3 mientras que la del MgO presentó valores negativos, 

indicando el atrapamiento de contenido ruminal.  

 

Un análisis de correlación entre la solubilidad en medio acuoso y la DMS a las 

24 h (r=0,93 y r=0,90 para las bolsas de 50 y 25 µ, respectivamente), mostró 

que existe una asociación alta entre estos dos parámetros y que, por lo tanto, a 

mayor solubilidad de la fuente, mayor es la desaparición de la muestra de las 

bolsas de nailón. Se ha descrito que tanto el tamaño de particula (Quin et al 

1938) como la solubilidad (Ortega y Carranco 1993) como factores que afectan 

la desaparición ruminal de la materia prima incubada en la bolsa de nylon. Es 

posible que bajo las condiciones del presente estudio el efecto ejercido por el 
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tamaño de particula sobre la desaparición ruminal sea dependiente de una 

característica inherente a la materia prima evaluada como la solubilidad.  

 

2.4.1. Efecto del tamaño del poro. 

 

Los tamaños de poro utilizados en este estudio se encuentran dentro del rango 

recomendado por un gran número de autores (Van Hellen y Ellis 1977, Uden y 

Van Soest 1984, Lindberg 1984,  Nocek 1985, 1988, Vanhatalo, 1995, 

Hvelplund y Weisbjerg 2000). No obstante que el tamaño de las partículas de 

las fuentes evaluadas (Tabla 2.2) superó varias veces el tamaño de poro más 

grande evaluado en las bolsas (50 µm), dicho factor afectó la DMS de las 

fuentes, siendo estadísticamente menor con las bolsas de 25 µm (51,7%) 

(p<0,002) que con las de 50 µm (61,1%). En este sentido cabe anotar que una 

proporción de dichas partículas (ver anexos) tenían un tamaño inferior y 

suficiente para escapar por los poros y además, con la motilidad y la humedad 

ruminal, muchas partículas redujeron su tamaño, lo cual facilitó su salida. Otros 

autores también han reportado una reducción en la digestibilidad de las 

muestras incubadas cuando el tamaño del poro de la bolsa es menor. Lindberg 

y Knutsson (1981) obtuvieron disminuciones significativas en la DMS y 

desaparición de N al trabajar con tamaños de poro de 80 a 120 µm. En este 

mismo trabajo, los autores observaron que al utilizar poros más pequeños (10 - 

36 µm) y aumentar el tiempo de remojo previo a la incubación (6 horas con 

agitación) se disminuía la DMS.  

 

Giraldo et al. (2007) por el contrario, observaron una mayor digestibilidad in 

vitro de la materia seca en kikuyo determinada por la técnica del Daisy II® con 

tamaño de poro de 20 µm que con la técnica in situ con bolsas de nailón cuyo 

tamaño de poro era de 50 µm. Este ultimo resultado, sin embargo, pudo 

deberse a la diferencia en la relación tamaño de muestra: área efectiva de la 

bolsa, que habría favorecido las muestras evaluadas por la técnica Daisy II®, 

como lo indica los trabajos de Goering y Van Soest, 1970. Asi mismo, Van 

Hellen y Ellis (1977) han relacionado la DMS con la relación entre el tamaño de 
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la muestra ingresada en cada bolsa y el área de cada cara de la bolsa 

incubada.  

 

2.4.2 Efecto del tiempo y la fuente sobre la DMS (%) 

 

Se observó en el MgO una disminución significativa en la DMS luego de la hora 

0 de incubación (p<0,03), presentando incluso valores negativos a las 12 y 24 

horas, que no fueron diferentes entre sí (p=0,79). En este sentido, Jesse et al 

(1981) trabajaron con tamaños de partícula del MgO similar al del presente 

estudio, obteniendo un bajo nivel de DMS (<50%), asi mismo, Morgan (2011) 

experimentando con vacas lecheras fistuladas que presentaron un pH ruminal 

similar al del presente estudio (6,5) observaron una DMS baja incubando MgO 

durante 96 horas. Por ello al tener las condiciones experimentales bajo las 

cuales se trabajaron en el presente experimento se esperararía una baja 

desaparición ruminal.  

 

Los valores bajos de DMS se correspondieron con los menores valores de 

solubilidad reportados para esta fuente (0,0086g/100mL) (De Baat 1926). Los 

valores negativos hallados, podrían responder al ingreso de materiales propios 

del rumen a través de los poros, que aunado a la baja solubilidad del MgO, 

generaron valores negativos de DMS. Nocek (1988) indica que al trabajar con 

materiales con tamaño de particula grande (>90µm) la DMS disminuía 

significativamente. Igualmente Ceballos et al (2008) indican como opción para 

evitar datos negativos de DMS incubar una bolsa vacia por cada tratamiento, 

no obstante en el presente estudio no se realizó este procedimiento por no 

estar recomendado por la mayoría de la literatura relacfionada con la tecnia in 

situ.  

 

El MgO utilizado en el presente estudio tenía un tamaño de partícula de 963,9 ± 

317µm y las bolsas utilizadas tenían tamaños de poro de 25 y 50 µm de tal 

manera que es posible que debido a este impedimento físico la mayoría de las 

partículas de MgO no hayan abandonado las bolsas de nailón. El tamaño de 

partícula del MgO utilizado en el presente estudio (MgO técnico) fue superior al 

reportado previamente por Schaefer et al. (1982) y por Xin et al. (1988) quienes 
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trabajaron con MgO comercial  con tamaño de partícula de 0.09 y 3.7μm, 

respectivamente. Es posible que la diferencia entre este estudio y los citados 

previamente es que en dichos estudios el MgO hizo parte de una mezcla de 

alimentos que fue incubada en el rumen.  

 

En reportes previos, Xin et al. (1988) midieron la solubilidad de MgO al 

introducir este compuesto con diferentes tamaños de partícula en soluciones 

acidas de HCl (pH entre 1,3 y 5,6) revelando que a menor tamaño de partícula 

(237µ) y a menor pH (1,3) la solubilidad de esta sal fue mayor. Numerosos 

autores han reportado para ganado Holstein en pastoreo sin suplementación 

valores de pH ruminal de entre 6,0 y 6,79 (Holden et al 1994, Reis y Combs 

2000, Bargo et al 2002, García y Kalscheur 2006, Correa et al 2012, Duque 

2013), lo que coincide con los hallados en este trabajo. 

 

La utilización de este tipo de materiales (específicamente MgO) se restringe a 

la adición del producto comercial a dietas total o parcialmente mezcladas  como 

tal, sin ningún proceso de molido o de filtrado (Emery et al., 1965; Askew et al., 

1971; Schaefer et al., 1982). En el presente experimento el MgO no fue molido 

o filtrado pudiendo presentar partículas que por su tamaño, no lograron 

solubilizarse en el rumen. Aún a las 24 horas post-incubación se registraron 

DMS negativas, por lo que se puede sospechar inicialmente, que el óxido ligo 

partículas del medio ruminal. En este respecto, las reglas de solubilidad 

coinciden en afirmar que los óxidos de un ion metalico no son solubles en agua 

y tienden a la formación de hidróxidos (Morgan 2011) 

 

Lough et al (1990), por su parte, encontraron que la solubilidad del MgO es alta 

a las 24 horas en liquido ruminal cuyo pH inicial osciló entre 6,95 y 6,99. Dicha 

solubilidad fue de 91,8% sugiriendo que aún a pH altos, esta fuente puede ser 

muy soluble. Es necesario tener en cuenta, sin embargo, que la solubilidad 

calculada por estos autores, fue la proporción de Mg hallado en la fase liquida 

frente a la fase sólida, luego de centrifugar el líquido ruminal. Lamentablemente 

en este estudio no se reportó el tamaño de partícula con la que se trabajó por 

lo que no se pùede hacer ninguna inferencia al respecto. Los resultados de 

estos autores sin embargo contradicen la baja solubilidad reportada para el 
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MgO (Reference Tables for Physical Setting - Chemistry 2011.) sugiriendo que 

se pueda tratar más de una error metodológico, que de una solubilidad real.  

 

Otros autores, han reportado valores de digestibilidad negativos para Mg 

(Emanuelle et al 1991) y para el Ca (Emanuelle et al 1991, Correa et al 2008), 

asociados a la quelación de estos iones divalentes con la materia orgánica del 

rumen, particularmente con la fibra.  Es probable, entonces, que parte del valor 

negativo de la DMS observada para esta fuente, fuera debido a la quelación de 

componentes orgánicos por parte del MgO.  

 

El MgO ha sido utilizado en las dietas de vacas lecheras para prevenir 

problemas de acidosis ruminal (Erdman et al., 1980, 1982; Schaefer et al., 

1981)  gracias a su capacidad de consumir iones H+ y por tanto, de formación 

de enlaces con otros compuestos. No obstante, de acuerdo a los resultados 

observados en el presente estudio, se puede esperar que la solubilización de 

este material a nivel ruminal sea menor que las demás fuentes evaluadas ya 

sea por su baja solubilidad en medios acuosos, por el pH presente en el rumen 

o por el impedimento físico del tamaño del poro utilizado. 

 

Por el contrario, en el MgCO3 se observó un aumento significativo (p<0,001) y 

constante en la DMS a partir del tiempo 0 de incubación hasta las 24 horas. La 

DMS a las 24 h hallada en esta fuente puede estar relacionada con su 

naturaleza química, ya que al ser una sal anhidra presenta una solubilidad muy 

superior que la del MgO.  

 

De acuerdo a los valores reportados en la tabla 2.2, la solubilidad de este 

carbonato sería 1200 veces superior a la del óxido. Sin embargo, todas las 

formas de MgCO3 son poco solubles en condiciones neutras y básicas e 

incremen su solubilidad en medios que tienden a la acidez (Patnaik y Pradyot 

2003). En este sentido Scandolo et al (2007) observaron una disminución 

constante del pH ruminal a lo largo del dia en vacas lecheras. De esta forma, la 

DMS del MgCO3 registrada en el presente experimento siguió el 

comportamiento esperado, toda vez que aumentó a lo largo del dia (las bolsas 

fueron incubadas a las 08:00) es decir la DMS aumentó a medida que 
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disminuye el pH ruminal coincidiendo con las observaciones realizadas por 

dichos autores.  

 

Bajo las condiciones de pH del ambiente ruminal de las vacas experimentales 

trabajadas en este ensayo, era de esperarse una baja solubilidad aunque 

mayor que la del MgO, tal y como se encontró. 

 

 

El tamaño de partícula del MgCO3 utilizado en el experimento fue de 740 μm, 

menor al del MgO; a pesar de esto, la consistencia del carbonato era tal que al 

entrar en contacto con una solución acuosa, producía una masa de disolución 

lenta lo que pudo disminuir la liberación inicial del material a través de los 

poros. No obstante, no se observaron valores negativos de DMS y por el 

contrario este parámetro aumentó significativamente hasta alcanzar 

aproximadamente un 50% de DMS a las 24 horas de incubación.   

 

El MgSO4 y el  MgCl2 presentaron los valores más altos de DMS sin que 

hubiese diferencias entre ellos durante los tres periodos de incubación ruminal. 

Esto puede ser debido a la mayor solubilidad de estas dos fuentes comparadas 

con la del MgO y la del MgCO3 (Tabla 2.1). La diferencia en la solubilidad entre 

estas dos fuentes (35,5 y 54,2 g/100 mL para el MgSO4 y el  MgCl2, 

respectivamente), no influyó en la DMS en ninguno de los tiempos de 

incubación debido a que la cantidad necesaria para precipitarse (17750 y 

27100 g en 50 L de licor ruminal), es mucho mayor que la que se incubó en las 

bolsas experimentales (1,5 g en 50 L de licor ruminal).  

 

Dentro de las fuentes evaluadas, el MgSO4 presentó el mayor tamaño de 

partícula (992 μm ver anexos), no obstante, al ser un compuesto altamente 

higroscópico (Hutjens 1991), incluso a temperatura ambiente, la absorción de 

agua por parte del material, disminuía notablemente el tamaño de las partículas 

que lo componían, facilitando su liberación a través de los poros.  

 

El MgSO4 se ha utilizado rutinariamente para corregir deficiencias de magnesio 

en cultivos de algunas hortalizas y cereales (Peña et al., 2007), como 
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tranquilizante en cerdos (Panella-Rivera et al., 2009), en ratones para evitar 

daños renales (Masuyama et al., 1995) y en vacas lecheras con problemas de 

hipomagnesemia (Wittwer et al., 1995). En el caso específico de vacas 

lecheras algunos autores (Capen y Rosol, 1989; Hoffsis et al., 1989; Xin et al., 

1989; Contreras et al., 1992) han afirmado que el suministro oral de MgSO4 

funciona en el tratamiento de vacas con hipomagnesemia, aumentando los 

niveles séricos del mineral.   

 

En el presente experimento se utilizó MgCl2 de grado técnico (con textura y 

granulometría diferentes al comercial) que presentó el menor tamaño de 

partícula de todas las fuentes evaluadas (700 μm, Tabla 2.2). Esta 

característica, sumada al hecho de que este material fuera higroscópico, hizo 

que su liberación y sobre todo su solubilización fueran más rápidos que en las 

demás fuentes minerales evaluadas (Jittakhot et al 2004).  

 

En un estudio de cinética de liberación de pasto kikuyo (Correa, 2007) 

trabajando con una metodología similar, se observó que la liberación ruminal 

del Mg presente en el forraje era inicialmente rápida (70 - 80% en las primeras 

dos horas) para aumentar hasta las 24 horas sin que mostrará un incremento 

adicional durante las siguientes 48 horas de incubación, un patrón de 

comportamiento similar al observado con el MgSO4 y el  MgCl2, en el presente 

estudio aunque de menor magnitud. Sin embargo, la solubilidad del Mg 

contenido en sales puras es más extensa y rápida que la reportada en el Mg 

contenido en forrajes, teniendo en cuenta que la naturaleza inorgánica de las 

sales puras influye en la solubilidad.  Cole (2000) por otro lado, observó luego 

de 30 minutos del consumo de forrajes tiernos y concentrados, un incremento 

significativo de la concentración ruminal de Mg.   

 

Normalmente la concentración de Mg en el fluido ruminal puede cambiar 

rápidamente a lo largo del día, dependiendo del suministro dietario del mineral 

(Scandolo et al., 2007). Por ello, al contar con una liberación rápida y alta de 

Mg en el rumen como sucede con el MgCl2 y el MgSO4, se puede esperar que 

su función como estimulante en la actividad microbiana (Galbraith et al., 1971; 

Rusell y Dombrowski, 1980), bufferizante (Rauch et al., 2012; Erdman et al.,  
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1982, 1988; Xin et al., 1989) y como cofactor en la actividad de algunas 

enzimas (Faixová y Faix, 2002; Faixová et al., 2006) sea rápida luego de su 

consumo y que no se mantenga en el tiempo. 

 

Como se pudo establecer, las fuentes de Mg evaluadas en este trabajo 

presentaron patrones de DMS diferentes indicando que su papel en el 

suministro de este mineral es igualmente distinto y que, por lo tanto, una 

mezcla de estas fuentes podría tener un efecto más positivo sobre el 

crecimiento microbiano y el cubrimiento de las necesidades del animal 

hospedero que una sola fuente de lenta, media o alta disponibilidad. Este sería 

un enfoque similar al que se ha propuesto para carbohidratos y proteínas en la 

elaboración de suplementos para rumiantes (Rotger et al 2006, Cole y Todd 

2007, Hall y Huntington 2007). Bajo este enfoque y haciendo parte de una 

mezcla en la que también estén presentes carbohidratos con diferente 

capacidad de fermentación, los cambios en el pH ocasionados por la 

degradación de los carbohidratos y las proteínas podrían favorecer tanto la 

liberación del Mg de estas fuentes como su absorción ruminal. 

 

2.5. Conclusiones  

 

La desaparición de la materia seca fue afectada por el tamaño del poro y por la 

interacción entre el tiempo de incubación y la fuente de Mg evaluada (Ver tabla 

2.3). A pesar de que el tamaño de partícula de todas las fuentes inorgánicas 

fue mucho mayor al de los tamaños de poro evaluados, la DMS de las 

muestras de las bolsas de nailon no fue afectada por el tamaño de partícula si 

no, por el tamaño del poro de las bolsas y por la solubilidad de da fuente en el 

medio ruminal. 

 

La DMS registrada en las bolsas de 25µm fue inferior a la observada en las de 

50 µm siendo un efecto esperado y reportado previamente en la literatura. Para 

algunas fuentes minerales se observó alta variabilidad en el tamaño de 

partícula, de tal manera que una proporción de partículas con tamaño inferior 

pudieron escapar por los poros y otras redujeron su tamaño por efecto de la 

motilidad y la humedad ruminal.  La relación entre la cantidad de muestra y el  
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área efectiva de la bolsa fue exactamente la misma en las bolsas Brioni® y las 

ANKOM®. 

 

El MgO presentó la menor DMS a las 24 horas, registrando incluso valores 

negativos que estarían asociados con el tamaño de partícula, el pH ruminal de 

los animales experimentales y el bajo nivel de solubilidad en medio acuoso de 

esta sal. De igual forma, las propiedades inherentes de los óxidos de iones 

divalentes y su relación con la posible formación de quelatos pudo influenciar la 

DMS con valores negativos.  

 

La consistencia del MgCO3, el nivel medio de solubilidad y el pH ruminal 

causaron que esta fuente mineral haya alcanzado una DMS final menor a 50%.  

La DMS en todos los tiempos evaluados para el MgCl2 y el MgSO4 fue similar. 

No obstante, la DMS de estas dos fuentes fue superior a las demás sales de 

Mg durante los tres tiempos de incubación.  Es posible que el lavado previo con 

agua de grifo y la naturaleza higroscópica de estas dos fuentes, hayan 

generado un valor de DMS superior en el primer tiempo de incubación.  

 

La utilización de MgCl2 o de MgSO4 como fuentes inorgánicas en dietas para 

rumiantes garantiza una alta y rápida liberación de Mg debido a la mayor 

solubilidad de estas sales y por tanto, mayor disponibilidad para los 

microorganismos y la mucosa ruminal. Sin embargo,  a nivel práctico es 

probable que la mezcla de fuentes que presenten un patrón acelerado de 

desaparición ruminal, que pueda ser más apropiada para cubrir las 

necesidades de las poblaciones microbianas y del animal hospedero. 
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Abstract 

 

Magnesium is an abundant mineral in the forages using in the dairy cattle, 

acting as a cofactor in enzymatic reactions for the main metabolic pathways. It 

has been established that the ruminal release of high tropic forage magnesium 

is high. The aim of this study was to assess the ruminal release of four 

inorganic magnesium sources incubated in a pure salt form, determined by the 

dry matter disappearance (DMD) of magnesium oxide (MgO), magnesium 

sulfate (MgSO4), magnesium carbonate (MgCO3) and magnesium chloride 

(MgCl2). It was used three Holstein cows (620 Kg – seven years) located in 

Santa  Elena – Antioquia (2538 masl; bH – MB; 16ºc) grazing kikuyo (Cenchrus 

clandestinum) ad libitum. For the In situ trial, 0,5g from each source was packed 

in nylon bags with two different pore sizes (25 y 50μm) (by triplicate) that were 

incubated in the rumen of the canulated cows. The DMS was evaluated in three 

times (0, 12 y 24h). A complete randomized block design was used, with a 

factorial arrangement 2x4 (two pore sizes and four mineral sources) and a 

Tukey test to determine the statistical significance of the differences between 

the medias. No effect from animal (p>0.13) nor pore size (p>0.11) but the 

mineral source (p<0.0001) and no evidence of significant interaction between 

the source and the pore size. MgCl2 (99.7%) and MgSO4 (97.2%) exhibited the 

higher release percentages at 24h (p<0.0001), meanwhile MgO (-4,3%) showed 

the lowest DMS at 24h. There were no significant differences in the average 

DMS at 24 hours between the two pore sizes; however the DMS of the 50µ pore 

size was numerically higher. The hygroscopic nature of MgCl2 and MgSO4 can 

affect the initial determination of DMS. The sources with the higher DMS have 

at the same time the higher solubility in water. According to the results obtained 

in the experiment, it can be stated that factors such as ruminal pH, solubility in 

water and the particle size can affect the DMS of inorganic sources of Mg 

incubated in the rumen in a pure salt form. 
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CAPITULO 3. 

EVALUACIÓN DE MÉTODOS TÉRMICOS, FÍSICOS Y QUÍMICOS SOBRE 

LA ACTIVIDAD In Vitro DE GAMMA GLUTAMIL TRANSFERASA EN 

LÍQUIDO RUMINAL BOVINO 

Wilmer A Cuervo* Ztc ESp (c)MSc; Hector J Correa** 

* Grupo de investigación en nutrición Toxicología y reproducción. 

GRUPONTRA, Universidad Cooperativa de Colombia, Bucaramanga Colombia 

wilmer.cuervo@campusucc.edu.co  

** Departamento de Producción Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias, 

Universidad Nacional de Colombia Sede Medellín. 

 

3.1 Resumen 

Con el objetivo de determinar el efecto de la centrifugación, descongelamiento 

y la adición de sales de magnesio sobre la actividad de la gamma glutamil 

transferasa (GGT) en liquido ruminal (LR) de bovinos, se extrajeron 2 muestras 

de 100ml de LR de vacas holstein fistuladas (620±14Kg 7 años de edad) que 

fueron almacenadas en congelación y posteriormente divididas en partes 

iguales y sometidas a tratamientos secuenciales de descongelación 

[temperatura ambiente (LRDC) o Baño de María (LRCal)], sin y con 

centrifugación [10000 g x 10min (LRDC+C y LRCal+C)] y adición de sal de Mg 

[MgSO4 ó MgCl2 ó sin adición]. Los datos fueron comparados con líquido 

ruminal fresco (LRF) extraído de las mismas vacas. Sobre todas las muestras 

fue medida la actividad de la GGT mediante un método colorimétrico. Los datos 

fueron sometidos a dos análisis estadísticos, el primero, un diseño de bloques 

completos al azar (BCA) con un arreglo factorial 2x2x3 (donde los factores 

fueron el tratamiento térmico con dos niveles, el físico con 2 niveles y el 

químico con tres niveles) y donde cada animal constituyó un bloque. El 

segundo, un BCA con arreglo factorial 3x3, donde los factores analizados 

fueron el tratamiento térmico (LRDC, LRCal y LRF) y quimico (MgSO4 ó MgCl2 

ó sin adición). La actividad ruminal de la GGT fue afectada negativamente por 

la centrifugación (p<0,0001). Las muestras de LRF con adición de MgCl2 

presentaron significativamente (p<0,001) mayor actividad In vitro de la GGT 

que las muestras del tratamiento control ó con MgSO4. La adición de Mg en LR 

mailto:wilmer.cuervo@campusucc.edu.co
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generó un aumento en la actividad de la GGT ampliamente superior al 

reportado en la literatura previamente. No hubo un efecto significativo del  

tratamiento térmico sobre la actividad de la enzima (p=0,57). Se concluye que 

la adición de MgCl2 y no de MgSO4 (p=0,93) afecta positivamente la actividad 

de la enzima GGT In vitro al contrario del efecto generado por el tratamiento 

físico de centrifugación.  

 

Palabras clave: Aminotransferasas, Ganado lechero, iones divalentes 

Nitrógeno no proteico, trópico alto  

 

3.2 Introducción  

 

La técnica In situ de la bolsa de Nylon (Ørskov et al 1980), la técnica de gases 

In vitro (Theodorou et al 1994) y el RUSITEC (Cerkawsky y Breckenridge 1977) 

han sido utilizadas para evaluar el valor nutricional de forrajes y otras materias 

primas utilizadas en la alimentación animal. En la actualidad se ha resaltado la 

necesidad de la obtención de LR bovino por medio de técnicas poco invasivas, 

como las metodología in vitro. Las técnicas in vitro utilizan liquido ruminal 

proveniente de uno o mas animales donantes para determinar el 

comportamiento de determinado alimento en un medio que simula el ambiente 

ruminal por un corto periodo de tiempo (Giraldo et al 2006, Figuereido et al 

2000). Existen varias formas de almacenamiento (Zeigler et al 2003) y 

procesamiento (Luchini et al 1996) que pueden alterar la composición normal 

de las poblaciones microbianas, asi como su integridad, metabolismo y 

actividad enzimática (Hsu y Fahey 1990). Dentro de estos procesos 

enzimáticos, la fijación de nitrógeno no proteico (NNP) para la síntesis de 

proteína verdadera (Owens y Zinn 1988, Huntington 1986, Annison y Briden 

1999) está mediada por aminotransferasas microbianas entre la que se 

encuentra la glutamato deshidrogenasa (GDH) y gamma glutamil transferasa 

(GGT) (Owens y Zinn 1988). La etapa final de esta fijación es mediada por la 

GDH y utiliza como cofactor al sistema NADH+H+, produciendo una molécula 

de glutamato (Pabon 2004). Adicionalmente en este sistema, iones divalentes 

como Co, Cu y Mg actúan como cofactores (Faixová et al 2006). 
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En microorganismos, la GGT (2.3.2.2.) participa en la fijación de NNP en forma 

de amonio (NH4
+) uniéndolo a una molécula de glutamato para obtener L-

glutamina. Esta reacción utiliza al Mg dependiente de ATP como cofactor 

(Nelson y Cox, 2001).  

 

Teniendo en cuenta los conceptos expuestos anteriormente, el objetivo de la 

presente investigación fue determinar el efecto ejercido por tratamientos 

térmicos de descongelación, físicos y la adición de dos fuentes de Mg (MgSO4 

y MgCl2) sobre la actividad enzimática de la GGT en LR de vacas lecheras.  

 

3.3 Materiales y Métodos 

 

3.3.1 Localización y Animales. 

La investigación se realizó en la granja experimental Paysandú de la 

Universidad Nacional de Colombia, ubicada en el municipio de Santa Elena 

Antioquia a 2538 msnm y que pertenece a la zona de vida de Bosque húmedo 

montano bajo (bH – MB) (Holdridge 1996). Se utilizaron tres vacas de la raza 

Holstein, adultas no lactantes canuladas al rumen, con un peso y edad 

promedio de 620±14 Kg y 7 años respectivamente. Dichos animales fueron 

alimentados a voluntad con pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hoechst Ex 

Chiov) Morrone) (Chemisquy et al 2010). 

 

3.3.2 Toma muestras 

A las 08:00 se tomó una muestra del contenido ruminal de cada animal a través 

de la cánula; posteriormente el contenido fue exprimido y filtrado a través de 

cuatro capas de gasa quirúrgica  para obtener aproximadamente 240mL de 

líquido ruminal LR por animal (Seigler et al 2010, Luchini et al 1996, Moharrery 

y Tirta 2001, Cuervo et al 2011). Con el objetivo de mantener las condiciones 

de anaerobiosis y temperatura, el LR fue almacenado en un recipiente plástico 

y transportado al laboratorio de Nutrición Animal de la Universidad Nacional de 

Colombia dentro de en un termo contenedor con agua a 39ºc. Posteriormente, 

las muestras de cada vaca fueron congeladas a -4ºc durante 48 horas. 
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3.3.3 Tratamientos 

De la muestra inicial congelada, 60mL fueron descongelados a temperatura 

ambiente (LRDC), mientras que otros 60 mL fueron introducidos en baño de 

maría (LRCal) a 39ºC durante 40 minutos (Seigler et al 2010, Luchini et al 

1996). En el momento en que ambas sub-muestras alcanzaron el estado 

líquido, cada una de ellas fue dividida en dos porciones iguales de 30mL, una 

porción fue sometida a centrifugación (LRDC+C, LRCal+C) a 9000 x g durante 

10 minutos, y la otra permaneció intacta. 

 

Del sobrenadante de cada recipiente de las muestras centrifugadas, se 

extrajeron 3 alícuotas de 10ml cada una (a, b y c), las cuales recibieron adición 

de MgCl2 y MgSO4, respectivamente, mientras que la última alícuota no recibió 

mineral. La adición se realizó hasta alcanzar una concentración en el LR de 

aproximadamente 20x10-3 mol/L (Faixhova et al 2006), lo que significó la 

adición de 24 mg de MgSO4 y 19 mg de MgCl2 a cada tubo con 10ml de LR.   

 

Figura 3.1. Obtención de Sub-muestras de líquido ruminal (LR) 

 

 

Muestras Control corresponde a 10mL de LR sin adicion de Mg 
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A muestras de líquido ruminal fresco (LRF) también se les analizó la actividad 

enzimática una hora después de su colecta en campo, sometiendo las 

alícuotas a las mismas adiciones de las fuentes minerales mencionadas 

previamente pero sin centrifugar, con el fin de poder contrastar la actividad del 

LRF con el LR centrifugado (tanto el LRDC como el LRCal) De esta manera, 

para efectos del análisis y comparación de la actividad enzimática en el LRF, 

se diseñó un segundo modelo estadístico descrito más adelante.   

 

3.3.4 Medición Actividad Enzimática. 

En cada una de las repeticiones de cada tratamiento se determinó la actividad 

de la GGT por duplicado utilizando el kit colorimétrico 11520 de Biosystems 

(Costa Brava 30, Barcelona España) en el que la gamma-glutamil transferasa 

(GGT) cataliza la transferencia del grupo γ-glutamilo de la γ-glutamil-3-carboxi-

nitroanilida a la glicilglicina, liberando 3-carboxi-4-nitroanilina. El cambio en la 

absorbancia (405nm) debido a la formación de este último compuesto fue 

medido cada minuto durante tres minutos y dicho cambio fue utilizado para 

medir la actividad de la GGT.  

 

Se realizaron lecturas de absorbancia (405 nm) cada minuto por 3 minutos y  

se determinó la diferencia promedio entre las lecturas (Δ), la cual fue ingresada 

en la siguiente ecuación: 

 

Ecuación 3.1. Determinación de la actividad enzimática 

 

 

Kit No 11520 Byosistems ® 

Dónde: 

ΔA/min = Diferencia promedio entre lecturas de absorbancia 

Vt = volumen total de la reacción (1,1 mL) 

Ԑ = Coeficiente de absorción molar de 3-carboxy-4nitroanilina a 405nm (9900) 

I = el paso de la luz (que corresponde al ancho de la celda 1cm) 

Vs = Volumen de la muestra (0,1 mL) 

 

6*10
/ min /

* *

Vt
A x U L

I Vs
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La actividad enzimática fue expresada en nKtal/L de acuerdo a los 

procedimientos estipulados en el kit comercial.  

 

 

3.3.5 Análisis Estadístico 

 

Para analizar la información obtenida se utilizaron dos modelos estadísticos.  

 

En el primer modelo estaditico utilizado, la actividad de la GGT en las muestras 

de LRDC, LRCal, LRDC+C, LRCal + C fueron analizados bajo un diseño en 

bloques completos al azar con un arreglo factorial 2x2X3, donde los bloques 

correspondieron a las vacas donadoreas del LR y los factores analizados 

fueron respectivamente, el tratamiento térmico durante la descongelación del 

LR (dos niveles), el tratamiento físico (con y sin centrifugación) y la fuente de 

Mg (sin adición, MgSO4 y MgCl2) de acuerdo al siguiente modelo:  

 

Yijk =  + Ti + Bj + eijk 

 

Donde Yijk es la actividad de la GGT en el LR;  es la media poblacional; Ti es 

el efecto del i-ésimo tratamiento experimental; Bj es el efecto del j-ésimo 

bloque, y eijk es el error experimental.  

 

El segundo modelo estadístico se utilizó para comparar la actividad de la GGT 

en los tratamientos que no fueron sometidos a centrifugación, es decir los 

tratamientos LRDC, LRCal y LRF. Con este objetivo se utilizó un diseño en 

bloques completos al azar con arreglo factorial 3X3 donde los factores 

analizados fueron el tratamiento térmico (LRF, LRDC, LRCal) y la adición de 

Mg (MgSO4, MgCl2 y sin adición). Este modelo se representa como:  

  

Yijk =  + Ti + Bj + eijk 
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Donde Yijk es la actividad de la GGT en el LR;  es la media poblacional; Ti es 

el efecto del i-ésimo tratamiento experimental; Bj es el efecto del j-ésimo 

bloque, y eijk es el error experimental.  

 

Para ambos análisis se utilizó el PROC GLM y el comando LSMEANS del 

paquete estadístico SAS ® (2002) donde la variable respuesta a analizar fue la 

actividad enzimática, expresada en nKtal/L (Faixová y Faix 2002).  

 

 

3.4. Resultados y Discusión. 

 

 

De manera general se observaron cambios importantes causados por los 

tratamientos físicos, térmicos y químicos sobre la actividad de la GGT en el 

líquido ruminal (LR), para lo cual resulto útil la comparación con el LR fresco.  

 

 

3.4.1 Efecto Térmico, físico y químico en LR congelado. 

 

 

En el primer análisis de BCA (2x2x3) no se detectó interacción significativa de 

segundo orden (p=0,42) ni de primer orden (p=0,92) sobre la actividad ruminal 

de la GGT, pero sí se evidenció efecto de la centrifugación indicando que este 

tratamiento reduce la actividad de la GGT (p<0,0001) (ver Grafica 3.1). Dichos 

resultados concuerdan con los reportes de Luchini et al (1996) quienes 

determinaron que velocidades de centrifugación de LR superiores a 5000rpm, 

disminuyen la actividad normal de las bacterias, relacionando estos cambios 

con daños físicos sobre los microorganismos ruminales. Hsu y Fahey (1990) 

por su parte, observaron ligeros efectos de la centrifugación del LR sobre la 

concentración bacteriana, presentando una reducción del 13% en comparación 

con el LR fresco. Moharrery y Tirta (2001), de igual forma, observaron una 

menor actividad enzimática en LR sometido a centrifugación con velocidad de 

26000 x g comparado con LR centrifugado a 1000 x g.  
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Reportes previos de Cheng et al (1977) y Cerkawsky (1979), establecen que la 

gran mayoría de las bacterias en el rumen se encuentran asociadas con la 

fracción solida de la digesta (forraje), lo cual puede explicar el fenómeno 

observado en el presente estudio y reportados en experimentos previos, 

teniendo en cuenta que posterior a la centrifugación el sobrenadante utilizado 

presentaría una menor concentración de microorganismos. 

 

 

Grafica 3.1. Efecto del tratamiento físico (centrifugación) sobre la actividad 

enzimática de GGT en el LR.  
 

 
                   Medias con letras diferentes son significativamente diferentes 
                   Actividad GGT medida en nKtal/L 

 

Las velocidades de centrifugación reportadas por otros autores varían desde 

5000 x g (Luchini et al 1996) hasta 49.000 x g (Wallace y McPherson 1987) 

siendo utilizadas para reducir la contaminación con desechos y la 

discriminación de poblaciones microbianas y de protozoos en el LR (Fsu y 

Fahey 1990). Mayo et al (2000) indicaron que es necesario centrifugar el LR  

antes de someterlo procesos de liofilización para su conservación.   

 

Por otro lado, los tiempos de centrifugación más utilizados en estudios de 

poblaciones microbianas y parámetros ruminales, oscilan entre 10 (Chaudhry y 

Mohamed 2012) y 30 minutos (John y Ulyatt 1984), de tal forma que el tiempo 

utilizado en el presente experimento se encuentra en este rango.   
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La menor actividad enzimática presentada en las muestras centrifugados 

puede ser explicada por el efecto físico que genera dicho proceso, esto es la 

separación de la fase liquida y la sólida, siendo precisamente esta última 

fracción en donde se encuentra la mayor concentración de bacterias adheridas 

a las partículas de forraje que luego del proceso quedaría en el sedimento y no 

en el sobrenadante, fracción de la cual se obtuvieron las muestras de LR para 

el análisis.  

 

3.4.2. Efecto Térmico y químico sobre LR sin centrifugar. 

 

En el segundo análisis de BCA (3x3) se encontró que el método de 

descongelación y la adición de las sales de Mg interactuaron de manera 

significativa sobre la actividad In vitro de la GGT (p>0,006) cuyos resultados se 

observan en la gráfica 3.2.  

 

La interacción observada entre el efecto del tratamiento térmico durante la 

descongelación y la adición de sal de Mg (Ver Grafica 3.2.) demuestra que LR 

congelado previamente no respondió a la adición de las sales de Mg, mientras 

que la actividad de la GGT en el LRF respondió únicamente a la adición de 

MgCl2.   

Grafica 3.2. Interacción entre el tratamiento térmico y la adición de Mg en LR 

 
Literales diferentes en mayúsculas indican diferencias entre tratamientos  
Literales diferentes en minúsculas indican diferencias dentro de la fuente 
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Este fenómeno puede deberse al efecto que ejerce la congelación sobre las 

células bacterianas, formando cristales de hielo, lo que pudo permitir que el 

contenido citoplasmático haya entrado en contacto con el medio ambiente 

ruminal luego del rompimiento de la estructura celular (Chaudry y Mohamed 

2012, Furchtenicht y Broderick 1987). Bajo estas condiciones, el Mg pudo 

entrar en contacto con los compuestos orgánicos incluyendo otras enzimas 

(como la alcalina fosfatasa, hexoquinasas y deoxiribonucleasa) (Shils 1997) 

reduciendo su disponibilidad para actuar como cofactor de la GGT. Lo contrario 

habría sucedido con la GGT en el LRF, donde las células microbianas se 

encontraban intactas y el uso de Mg (específicamente del MgCl2) habría estado 

regulado, permitiendo que éste efectivamente pudiera participar como cofactor 

de esta enzima.   

 

Otro elemento que podría ayudar a explicar estos resultados, es la diferencia 

en la fuerza ionica de las dos sales estudiadas. La fuerza iónica indica la 

magnitud en que están unidos los iones de un compuesto (Skoog y Vest 2002) 

de tal manera que en compuestos con altas fuerzas iónicas existe menor 

posibilidad de separación o disociación de sus iones (Hofmeister 1888). 

Utilizando la ecuación de Lewis y Randall citada por Back et al (1966), la fuerza 

iónica teórica para el MgSO4, habría sido 0,052 mientras que para el MgCl2 

hubiera sido de 0,039. De esta forma, la disociación del Mg contenido en el 

sulfato habría sido menor a la del Mg contenido en la sal de cloruro, lo que 

posiblemente habría afectado la disponibilidad de este ion en el LR.  

 

No obstante, que la solubilidad de las dos sales estudiadas es alta, dicha 

solubilidad solamente aplica en condiciones de agua pura. Bajo condiciones 

como las del LR, en donde existe una amplia variedad de iones incluso 

aquellos que hacen parte de las sales estudiadas y con concentraciones muy 

variables, se altera la solubilidad de la sal, en respuesta a cambios en la fuerza 

iónica de la solución (Willey  2004). Sin embargo, debido a que no se evaluó la 

composición de iones en el LR, puesto que no era objetivo de este trabajo, no 

es posible determinar los efectos positivos o negativos, que ellos hubieren 

causado sobre las dos sales analizadas, pero es probable que dicho efecto 
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haya sido negativo en la solubilidad del MgSO4 y positivo en la del MgCl2 y ello 

hubiese modificado el efecto de dichas sales sobre la GGT. 

 

La GGT posee una ubicación estratégica a nivel celular y específicamente en 

bacterias se ha detectado de forma intracelular (Suzuki et al 1986), al igual que 

otras enzimas relacionadas con el metabolismo proteico (Kopecny y Wallace 

1982). Se ha establecido que la enzima tiene porciones de aminoácidos 

presentes en el citoplasma, peri-plasma y exterior de la celular (Nakayama et al 

1984, Withfield 2001), las cuales trabajan de manera coordinada en procesos 

de transaminación. De esta forma, en caso de existir un daño físico de la 

membrana, como se supone existió en el LRDC y LRCal, es de suponer que la 

acción de la enzima no fuera igual y no respondiera a estímulos previamente 

evaluados como la adición de Mg (Faixová y Faix 2002; Faixová et al 2006).   

 

La reducción en la actividad microbiana debido a procesos de congelación y 

descongelación de LR, fueron reportados por Cecava et al (1990) quien 

observó disminución en el N presente en el LR descongelado en baño de 

maria.  Merry y McAllan (1983) por su parte, demostraron pérdidas 

significativas de ARN en LR trabajando con temperaturas de congelamiento 

idénticas a las del presente estudio. Por el contrario Ha y Kenelly (1984) 

observaron que la congelación no afectó la relación N: purinas en muestras de 

LR para el aislamiento de bacterias.  Malik (1989) y Arcos et al (2004) 

coinciden en afirmar que el método más eficiente y confiable de 

criopreservación para microorganismos anaeróbicos es la congelación a -20ºc 

e incluso a -196ºc en nitrógeno líquido, pero con la adición de criopreservante.  

 

A pesar de estos hallazgos es claro que la congelación de LR requiere la 

utilización de criopreservantes, de tal forma que Malik (1988) utilizó materiales 

como leche sin grasa, glutamato, mesoinositol, miel y rafinosa, observando una 

preservación a largo plazo para más de 160 cepas de 36 especies de bacterias 

fijadoras de nitrógeno. Posteriormente (1991), el mismo autor recomendó la 

utilización de agentes crioprotectores como dimetil-sulfoxido (5% p/v) o glicerol 

(10% p/v), trabajando con una tasa de congelamiento de 1ºc por minuto hasta 

los -30ºc, con el fin de evitar la formación de cristales de hielo en la membrana.  
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Los resultados de la presente investigación permiten postular que  la actividad 

de la GGT en LR fresco sin adicion de sales de Mg, obtenido de bovinos 

fistulados (150 nKtal/L) es, en gran medida, inferior al reportado previamente 

en ovinos (1110 nKtal/L) por Faixová y Faix (2002) y Faixova et al (2006). No 

obstante, el efecto generado por la adición In vitro de MgCl2 es ampliamente 

superior (410%) en bovinos al reportado previamente en ovinos por dichos 

autores. Este contraste de la actividad enzimática puede estar relacionada con 

las diferencias ente estas dos especies, específicamente con respecto al 

número y tipo de poblaciones ruminales así como el pH ruminal y la 

disponibilidad de aminoácidos o péptidos aceptores de la reacción (Thompson 

y Meister 1976, Allison y Meister 1981, Allison  1985).  

 

Las condiciones óptimas bajo las cuales se lleva a cabo de manera más 

intensa la reacción que cataliza la GGT incluyen un pH de 8 o superior (Tate y 

Meister 1974, Thompson y Meister 1976) y temperaturas entre 29 y 30ºc 

(Wickham et al 2011). No obstante el pH ruminal promedio en bovinos es de 

6,7 y el de ovinos es de 6,6 (Ver tabla 3.1) por tanto no es de esperarse que las 

diferencias observadas entre la actividad de la GGT entre estas dos especies 

estén relacionadas con esta característica.  

 

Por otro lado, el promedio tanto de bacterias como de protozoarios en el 

contenido ruminal de bovinos es más del doble que el reportado en ovinos, 

revelando profundas diferencias entre las densidades de las poblaciones 

ruminales. Se sabe que aproximadamente el 70% de la microbiota ruminal está 

ligada a la fase solida del contenido ruminal (Forsberg y lam 1977) y que este 

tipo de bacterias es responsable de cerca del 75% de la actividad proteolítica 

del rumen (Miron et al 2001). Sin embargo en el presente estudio y en los 

realizados por Faixová y Faix (2002) y Faixová et al (2006) por practicidad en la 

metodología, se utilizó LR como sustrato para el análisis de la actividad de la 

GGT y no contenido ruminal. 

 

Teniendo en cuenta que dicho análisis se realizó sobre el LR y no sobre el 

contenido ruminal, es posible suponer que en ovinos el contenido de 
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microorganismos en el medio líquido puede ser superior al presente en bovinos 

o que en dicho medio puede existir una mayor concentración de protozoarios 

(ver tabla 3.1), toda vez que este tipo de microorganismos presenta (al menos 

en ovejas) una actividad de transaminasas  inmensamente superior a las 

bacterias (Tsubota y Hoshino 1969). 

 

 
 

Tabla 3.1. pH y Poblaciones ruminales en Ovinos y Bovinos. 
 

Bovinos (150nKtal/L)* 

pH Ruminal Bacterias Protozoos 

Scandolo et al 2007 

6,3 
Fraga et al 2012          

1,5x10
10

/mL 
Tokoyama y Johnson 1989     

1x10
6
/mL 

Mojica et al 2009  
7,25 

Castillo-lopez et al 2013                     
200 mg PC /g MS 

Franzolin y Dehority 2010                 
1,2-2,6 x 10

6
/mL 

Mouriño et al 2001  

6,8 
Relling y Matiolli 2003                   

1 x 10
10 

- 10 x 10
10

/mL 
Castillo et al 2013                              
50 mg PC /g MS 

Weimer 1996                       

6,6 
Rosales et al 1989                  

0,16 – 0,21 x 10
10

/mL 
Rosales et al 1989                           

0,13 – 0,19 x 10
6
/mL 

Ovinos (1110nKtal/L)* 

pH Ruminal Bacterias Protozoos 

Vargas et al 1992  
6,7 

Kurihara et al 1968 

4,7-5,8 x 10
10

 mL 
Saro et al 2012 

0,51x10
6
/mL 

Vargas et al 1993  
7,05 

Grudsky et al 1995 

1x10
9
-1,8x10

10
/ mL 

Shu y Liu 1995 

8,8x10
4
 -  1,2x10

6
/mL 

Bispo et al 2007 
 6,4 

Grubb y dehority 1975 

30 x 10
6
 Colonias/g 

Kurihara et al 1968 

1-3,3 x 10
6
 mL 

Carro et al 1999  
6,25 

Van Lier y Regueiro 

1 x 10
10

- 10 x 10
10

/mL 
Van Lier y Regueiro 

0,1 x 10
6
- 1 x 10

6
/mL 

* Actividad In vitro de GGT en liquido ruminal 

 

Otra razón por la cual podría haberse encontrado una menor actividad de la 

GGT en este trabajo, es el hecho de que el manejo alimenticio de los animales 

donantes, fue inferior al utilizado por Faixova y Faix 2002, ya que mientras los 

animales experimentales de dichos estudios recibieron durante 40 dias una 

dieta con 1,5 Mcal/d de ENl y 12% de PC. En el presente estudio, los valores 

de energía reportados para esta estación experimental en el forraje consumido 

por las vacas fistuladas (Kikuyo) son menores (1,15 Mcal/kg ENl) (Correa et al 

2011). Este panorama podría haber favorecido el crecimiento microbiano en el 

caso de los ovinos de los experimentos de Faixová y faix (2002) contrario a lo 

que podría haber sucedido con las vacas donadoras del presente experimento.  
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No obstante, debido a que en el presente estudio, la evaluación de tratamientos 

térmicos y físicos sobre la actividad enzimática de LR fue estática y no 

dinámica, no se buscó mantener las condiciones anteriormente discutidas.  

 

 

3.5. Conclusiones 

 

Los resultados de este estudio indican que sin importar el método de 

descongelación del LR, el tratamiento físico de centrifugación a 10000 x g 

durante 10 minutos disminuye la actividad enzimática de la GGT, posiblemente 

relacionado con la ubicación de esta enzima en la membrana celular de los 

microorganismos ruminales, que en su mayoría se localizan en la fase solida 

del contenido ruminal adheridas a partículas fibrosas de la dieta. 

 

La adición de Mg como MgCl2 (pero no como MgSO4) incrementó la actividad 

de la GGT únicamente en LRF sin que se viera afectada la actividad de esta 

enzima en las muestras de LR congeladas previamente. Este efecto puede 

estar relacionado con el efecto físico de cristalización de la membrana 

bacteriana (y por tanto su rompimiento) generado por la congelación reportado 

en estudios previos, mismo efecto que alteraría la ubicación y por tanto la 

función de la GGT. Este cambio físico en la membrana no permitiría la acción 

del Mg sobre la enzima.  

 

Esto  sugeriría que la suplementación de MgCl2 en rumiantes, adicional a su 

efecto preventivo en la hipomagnesemia, puede ser potencialmente utilizada 

para mejorar los procesos de transaminación relacionados con la fijación de 

NNP por parte de los microorganismos ruminales por medio del aumento de la 

actividad de una enzima clave en este proceso, la GGT. 

 

Se observó una actividad de la GGT en LR significativamente inferior con 

respecto a la reportada previamente en ovinos, sin embargo la adición in vitro 
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de MgCl2  al LR generó un aumento más marcado de la actividad enzimática en 

bovinos.   

 

Se postula que la diferencia exhibida entre las dos fuentes de Mg puede estar 

relacionada con las diferencias en su solubilidad en medio líquido, siendo seis 

veces más alta en el MgCl2  que en el MgSO4. No obstante que las dos fuentes 

presentan un contenido similar de Mg. La fuerza iónica de las dos fuentes 

también pudo estar asociada con su solubilidad y disociación en el ambiente 

ruminal y por lo tanto en el efecto generado sobre la actividad de la GGT. 

 

Los resultados encontrados en este experimento permiten concluir que LR 

congelado sin criopreservación no presenta las condiciones ideales para el 

estudio del efecto de minerales sobre la actividad enzimática en rumen, por lo 

que se recomienda trabajar con LR fresco o utilizar metodologías sugeridas 

que no alteren la composición o estructura de las bacterias ruminales, como la 

utilización de glicerol, dimetil-sulfoxido (criopreservantes) o la congelación del 

LR en N líquido. 

 

Se demuestra que el Mg adicionado en forma de MgCl2 ejerce efectos sobre 

enzimas relacionadas con el metabolismo nitrogenado del rumen que 

normalmente no han sido considerados al momento de formulación de raciones 

para rumiantes. Esto significa por tanto, que es necesario considerar la 

búsqueda de la eficiencia no solo del comportamiento zootécnico y sanitario del 

animal, sino además de la optimización del funcionamiento de las poblaciones 

microbianas en el rumen.  

 

Se confirma de igual forma el carácter ubicuo de las aminotransferasas, 

especialmente de la GGT, explicado en parte por su ubicación estratégica en  

la membrana plasmática de células animales, lo que permite al menos postular 

que esta enzima puede ser producida por microorganismos ruminales.   

 

A pesar del significativo cambio en la actividad ruminal de la GGT observado 

en el presente estudio, al igual que en otros trabajos que utilizaron ténicas in 
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vitro e in situ, existieron ciertas condiciones propias del rumen que no se 

lograron simular, como el movimiento y las contracciones ruminales, el 

intercambio de nutrientes y gases que pueden alterar el número y actividad de 

las poblaciones microbianas condicionando su actividad enzimática. Por tanto 

para tener una idea completa entre la relación del Mg y la actividad de la GGT 

es necesario evaluar esta interacción por medio de prueba In situ e In vivo.  

 

Solo en la medida en que se avance en el conocimiento del papel que cumplen 

estructuras enzimáticas como la GGT y cofactores como el Mg y otros en el 

metabolismo ruminal, se podrá tener mayor claridad y certeza al incorporar 

materiales como las sales puras de Mg en la formulación de planes de 

alimentación que consideren el animal y el rumen como un conjunto completo y 

complejo. 

 

El presente estudio pone de manifiesto la necesidad de un análisis más 

profundo sobre las fuentes inorgánicas de minerales para evaluar los efectos 

que estas tienen a nivel In situ e In vivo, sobre la actividad de enzimas 

microbianas que afecten su metabolismo.  

 

3.6. Recomendaciones 

 

Debido a la sencillez y corta duración de la técnica utilizada en el presente 

estudio, se recomienda realizar este tipo de investigación midiendo múltiples 

transaminasas relacionadas con el metabolismo ruminal del N, como la 

glutamato deshidrogenasa, la aspartato amino transferasa y la alanino amino 

transferasa. 

Al igual que el estudio enzimático, sería de gran importancia que experimentos 

como éste midan el número y tipo de las principales poblaciones bacterianas y 

de protozoos presentes en el medio ruminal antes, durante y después de la 

adición de sales de Mg.  

Debido a que no existe literatura o reportes previos concluyentes que afirmen 

que el Mg actúa directamente sobre la reacción catalizada por la GGT u otras 
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aminotransferasas, se recomienda que se lleven a cabo estudios químicos 

sobre la naturaleza de esta reacción en el líquido ruminal de bovinos. 

 

Estudios que permitan establecer la solubilidad y disociación de fuentes 

inorgánicas de minerales bajo las condiciones físico-quimicas encontradas en 

en LR permitirían entender de mejor forma la dinámica entre dichas fuentes, la 

actividad y el metabolismo microbiano.  

De igual forma, es pertinente recomendar el planteamiento de estudios que 

utilicen técnicas moleculares como la expresión génica, detección y 

cuantificación de proteína bacteriana (técnica western blot). Es posible que con 

la inclusión de este tipo de técnicas se pueda tener mayor certeza acerca del 

efecto de minerales aislados sobre una enziima especifica de interés 

metabolico.  

 

Abstract  

 

Evaluation of thermal, physical and chemical treatments on the gamma-

glutamyl transferase in bovine ruminal liquor 

 

In order to determine the effect of centrifugation, thawing and addition of 

magnesium salts on the activity in rumen fluid (RL) of gamma glutamyl 

transferase (GGT), 2 samples (100mL each) of RL were extracted from mature, 

fistulated Holstein cows LR (620 ± 14Kg 7 years old). Samples were stored 

frozen and then divided equally and subjected to sequential treatments of 

thawing [room temperature (LRDC) or water bath (LRCal)], centrifugation 

[10000 g x 10 min (LRDC+C and LRCal+C)] addition of salt and Mg [MgSO4 or 

MgCl2], the data were compared with fresh rumen fluid (FRL) extracted from the 

very same cows. On all samples the activity of gamma gllutamil transferase 

(GGT) was measured by the colorimetric method using a spectrophotometric kit 

(Biosystems ®). Means of treatments were compared using a t test, which 

revealed that samples of LR with the addition of MgCl2 had significantly (p 

<0.01) greater In vitro activity than samples from the control or treatment with 
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MgSO4. Additionally a decrease in enzyme activity was observed when the 

samples were centrifuged compared to other treatments. We conclude that the 

Mg++ affects positively the GGT enzyme activity in vitro in contrast to the effect 

generated by the physical treatment of spin, but both generated heat treatments 

increased the enzyme activity showed no significant differences with respect to 

fresh rumen fluid. 

 

Keywords: Aminotransferases, Divalent Ions, Dairy Cattle, Non protein 

Nitrogen, Tropical High  
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CAPITULO 4 

EFECTO DE LA INFUSIÓN INTRARUMINAL DE SALES DE Mg EN LA 

ACTIVIDAD In Rumen DE LA GGT EN GANADO LECHERO. 

 

Wilmer A. Cuervo a. Héctor Jairo Correa C. ab 

a. Grupo de investigación en interacciones nutricionales, metabólicas y 
reproductivas ganado lechero. 

b. Departamento de producción Animal, Universidad Nacional de Colombia 
Sede Medellín 

 

4.1. Resumen. 

Iones divalentes como el Mg++ actúan como cofactores para algunas enzimas. 

De estas, las aminotransferasas revisten especial importancia al transferir 

grupos aminos hacia cetoácidos mejorando el flujo metabólico del N. Al estar 

presentes en los microorganismos ruminales, el incremento en la actividad de 

estas enzimas posiblemente contribuya al mejoramiento en la síntesis de 

proteínas microbianas. Con el objetivo de complementar estudios previos 

acerca del efecto de la adición de sales de Mg en la actividad de la enzima 

gamma glutamil transferasa (GGT) se realizaron colectas por duplicado (08:00) 

de líquido ruminal fresco (LRF) seguidas de infusiones intraruminales con 53g 

de cloruro de magnesio (MgCl2) en 3 vacas lecheras adultas canuladas al 

rumen (620 ± 14 Kg y 7 años). Una hora después de la infusión se colectaron 

muestras por duplicado de LR (LR+Mg) las cuales fueron filtradas a través de 4 

capas de gasa quirúrgica y almacenadas a 39ºC para su inmediato análisis. Se 

determinó la actividad de la GGT en las muestras de LRF y LR+Mg por medio 

de un kit colorimétrico. Las diferencias estadísticas entre los dos grupos (antes 

y después de la infusión) fueron determinadas por medio de una prueba de T. 

La actividad de la GGT en el LR+Mg fue superior (463,26 ± 280,9 nKtal/L) a la 

hallada en el LRF (124,53 ± 90,8 nKtal/L) (p<0.001) pero inferior a la de 

reportes previos en ovinos, indicando posibles diferencies entre especies 

relacionadas con la población de protozoarios o el manejo dietario, entre otras. 

El incremento en la actividad ruminal de la GGT que generó la infusión ruminal 

del MgCl2 fue superior a la observada en experimentos in vitro previos bajo 



145 
 

condiciones experimentales similares. Este trabajo muestra que la GGT, más 

allá de ser un indicador de daño hepático, hace parte de un complejo 

enzimático relacionado con el balance de N en rumen. Los resultados del 

estudio sugieren que el Mg juega un papel importante como cofactor de esta 

enzima, aumentando su actividad. 

Palabras Clave: Holstein, aminotransferasas, trópico alto, kikuyo, 
macrominerales, Rumen 

 

4.2. Introducción. 

 

La infusión de materiales compuestos o puros en órganos específicos permiten 

la  evaluación de su solubilidad y tasa de pasaje (Kristensen et al 2010, 

Lemosquet et al 1997), asi como su acción sobre el metabolismo tisular en  

rumen (Boudon et al 2007) e hígado (Waldron et al 2003). Comúnmente se han 

evaluado forrajes, granos y pajas (Neathery 1972, Payne et al 1972, Mehrez y 

Orskov 1977, Orskov y McDonald 1979), aceites (Krysl et al 1991) y 

compuestos minerales como NaHCO3 (Hogue et al 1991) K, Ca y Mg (Tomas y 

Poter 1975, Wilye et al 1985). La infusión de K en rumen tiene un efecto 

negativo sobre la absorción ruminal y total de Mg en rumiantes (Wilye et al 

1985).  

Otra de las metodologías para estudiar el comportamiento de determinado 

material al interior del rumen es la técnica In situ (Goering y Van Soest 1970). 

Correa (2007) evaluó la liberación ruminal in situ de macrominerales (P, Ca, Mg 

y K) contenidos en forrajes. En este sentido, se ha establecido ampliamente 

que el Mg contenido en los pastos se libera rápidamente en el rumen (Caro y 

Correa 2006).  

El Mg y otros iones divalentes ejercen efectos positivos (Faixová y Faix 2002) y 

negativos (Spears y Hatfield 1978) sobre las aminotransferasas (Faixová et al 

2006). Una de estas enzimas, la Gamma glutamil transferasa (GGT), cumple 

en microorganismos, un papel importante en la transferencia de péptidos y 

aminoácidos a través de la membrana celular (Whitfield 2001).   
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El Mg participa activamente en procesos de transaminación como cofactor de 

la GGT fijando moléculas de amonio a cetoacidos receptores (como el ácido 

oxaloacético o -cetoglutarato) produciendo aminoácidos como el ácido 

aspártico y glutámico (Conn et al 2000).  

No obstante, la investigación de la liberación ruminal en fuentes inorgánicas 

incubadas como sales es escasa y aunque existen varias fuentes en el 

mercado (Oxido de Mg, Sulfato de Mg y Cloruro de Mg) no se cuenta con 

trabajos publicados en los que se haya medido la liberación ruminal de Mg 

contenido en este tipo de fuentes. Por tanto se desconoce cómo este mineral 

pueda afectar la actividad enzimática y con ello el uso del nitrógeno por parte 

de los microorganismos ruminales.   

Por todo lo anterior, el principal objetivo del presente experimento fue evaluar el 

efecto de la infusión directa de una sal de Mg al medio ambiente ruminal  sobre 

la actividad de la GGT en LR. Al mismo tiempo se buscó reafirmar el efecto 

positivo de la adición de MgCl2 sobre la actividad de la GGT observado a nivel 

In vitro, así como comparar los efectos generados sobre la actividad de la GGT 

a nivel In vitro e In rumen.   

 

4.3 Materiales y Métodos. 

 

4.3.1 Localización 

El trabajo de campo del experimento se llevó a cabo en el Centro de 

Producción Paysandú de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín, 

localizado en el corregimiento de Santa Elena (Medellín, Antioquia), a 2538 

msnm y que pertenece a la zona de vida de Bosque húmedo montano bajo (bH 

– MB; Holdridge 1996), con una temperatura promedio de 16°C. La granja 

experimental cuenta con praderas de kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hoechst 

Ex Chiov) Morrone) (Chemisquy et al 2010). 
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El análisis de la actividad enzimática de las muestras obtenidas en campo se 

llevó a cabo en el laboratorio de análisis químico y bromatológico de la 

universidad nacional sede Medellín.  

  

4.3.2 Animales experimentales 

Se utilizaron tres vacas de la raza holstein, adultas no lactantes canuladas al 

rumen, con un peso y edad promedio de 620±14 Kg y 7 años, respectivamente. 

Dichos animales fueron alimentados únicamente con pasto kikuyo a voluntad 

ya que el suministro de sal mineralizada fue suspendido una semana antes de 

la infusión, con la finalidad de eliminar el aporte de Mg proveniente de la sal. 

Los animales fueron trasladados del potrero hacia el corral de manejo situado 

al lado del ordeño a las 07:00 el día del experimento.   

A pesar de que el contenido de Mg en una sal comercial es bajo (0,57%), se 

eliminó el aporte de este alimento para evitar confusiones a la hora de la 

obtención de los resultados. De igual forma el objetivo primordial del estudio 

era detectar el efecto del Mg adicionado en forma de sal pura y no como parte 

de una mezcla de alimento concentrado.  

 

4.3.3. Procedimiento experimental. 

El experimento se basó en la comparación de la actividad de la GGT en dos 

muestras de líquido ruminal (LR) provenientes de cada uno de los tres 

animales experimentales, una muestra inicial a las 07:00 y la otra una hora 

después de la infusión de sal de magnesio.  

Las muestras de LR se extrajeron manualmente (aproximadamente 1L) y 

posteriormente fueron filtradas a través de cuatro capas de gasa quirúrgica de 

acuerdo a la metodología descrita por Goering y Van Soest (1970). El LR así 

obtenido fue almacenado en envases plásticos de 200 mL, fue marcado para 

cada animal como liquido ruminal “Antes” (LRA) y fue conservado en un 

recipiente térmico a 39ºC hasta su transporte al Laboratorio. Inmediatamente 

después de extraer el LRA, se procedió a la infusión intra-ruminal, vía cánula, 

de aproximadamente 53gr de MgCl2 en cada animal. Luego de una hora se 
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procedió a extraer 1 L de contenido ruminal por cada animal para obtener el 

licor ruminal “Después” (LRD) de cada vaca. Dichas muestras, al igual que las 

LRA, fueron almacenadas en envases plásticos de 200 mL, marcadas y 

conservadas en un termo con agua a 39ºC mientras se transportaban al 

Laboratorio para evaluar la actividad de la GGT. En las muestras LRA y LRD, 

se determinó el pH mediante un potenciómetro portátil. 

 

Posterior a la extracción del líquido se realizó un monitoreo durante dos días 

sobre los animales experimentales, en el que se observó el comportamiento, 

los desplazamientos y movimientos de las extremidades y cualquier tipo de 

secreción de los mismos. Todo esto debido a que se desconocen los efectos 

directos de la infusión ruminal de una sal pura de Mg sobre la fisiología de 

bovinos. 

 

El manejo de los animales se realizó de acuerdo a las directrices del Comité de 

ética en Investigación de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín, 

de acuerdo al proyecto radicado ante el DIME el 11 de agosto de 2010 y 

aprobado el 5 de octubre del mismo año (CEMED – 209) por medio del acta Nº 

13 del comité de ética de la Sede.  

 

4.3.3.1 Estimación del volumen y concentración Ruminal de Mg. 

Con la finalidad de estimar la concentración del Mg adicionado con la sal, se 

estimó que de acuerdo al peso de los animales (Jittakhot et al 2004, 

Schonewille et al 1999, Jhonson et al 1988), el volumen del líquido ruminal 

correspondía al 7,3% del peso vivo (620 ± 14 Kg), es decir, 45,1 ± 1,022 L. De 

esta forma, la concentración adicional de Mg en rumen fue 12,4 ± 0,03  x 10-3 

mol/L.   

 

4.3.3.2 Determinación de Actividad Enzimática GGT 

 

Previo a la determinación de la actividad enzimática en las muestras de LR se 

realizó la calibración del espectrofotómetro, para lo cual se utilizó una solución 

blanco compuesta por 500 μL del reactivo de trabajo del kit enzimático de 
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Biosystems ® (11520) y 500 μL de agua destilada. De igual forma se utilizó una 

solución patrón contenida en el kit. La determinación de la actividad de cada 

una de las alícuotas se alternó con la lectura del blanco con el fin de asegurar 

exactitud en dicha medición. Para la lectura de la actividad enzimática se 

utilizaron 500 μL de reactivo de trabajo, 500 μL de agua destilada y 1000 μL de 

la alícuota de líquido ruminal (LRA y LRB). Se realizaron seis mediciones de la 

actividad de la GGT en cada muestra de LRA y LRD, analizando el promedio 

de estas seis sub-muestras. 

 

Se tomaron lecturas de la absorbancia a 405 nanómetros (nm) registrada cada 

minuto durante 3 minutos. Luego, con estos datos se estableció la diferencia 

entre las lecturas (Δ) y esta diferencia fue ingresada en la siguiente ecuación: 

 

Ecuación 4.1. Determinación de la actividad enzimática 

 

 

Kit No 11520 Byosistems ® 

donde, 

ΔA/min = Diferencia promedio entre lecturas de absorbancia 
Vt = volumen total de la reacción (1,1) 
Ԑ = Coeficiente de absorción molar de 3-carboxy-4nitroanilina a 405nm (9900) 
I = el paso de la luz (1cm) 
Vs = Volumen de la muestra en mL (0,1) 

 

La actividad enzimática fue expresada en nKtal/L de acuerdo a los 

procedimientos estipulados en el kit. Adicionalmente, la actividad de las 

muestras de LRD se expresó como porcentaje (%) de la actividad de la enzima 

en el LRA. 

 

4.3.4 Análisis estadístico 

 

La actividad de la GGT fue analizada bajo un diseño de bloques 

completamente al azar (BCA) en el que los bloques correspondieron a las 

vacas donantes de LR según el siguiente modelo: 

 

Yijk =  + Ti + Bj + eijk 

6*10
/ min /

* *

Vt
A x U L

I Vs
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donde, Yijk es la actividad de la GGT;  es la media poblacional; Ti es el efecto 

del i-ésimo tratamiento experimental; Bj es el efecto del j-ésimo bloque, y eijk es 

el error experimental. Para ello se utilizó el PROC GLM del programa 

estadístico SAS 9.2. (2002).  

 

 

4.4. Resultados y discusión 

 

4.4.1. Efectos sobre el animal 

No se observaron efectos adversos en el comportamiento de los animales con 

los niveles de Mg utilizados en la infusión (53gr MgCl2 /animal). Teniendo en 

cuenta el peso molecular del MgCl2 (0,557 mol) y el volumen ruminal estimado 

(45,1L), mediante la infusión de 53g de MgCl2 a través de la fistula, se generó 

una concentración adicional de 12,3 x 10-2 mol/L a la concentración normal del 

rumen (4,68 x 10-3 mol/L). Esta concentración fue más de 3 veces superior a la 

adicionada en experimentos In vitro previos (Faixhova y Faix 2002, Faixhova et 

al 2006) de 5x10-3 mol/L y 20x10-3 mol/L respectivamente. 

Los límites máximos de toxicidad por Mg dietario fluctúan entre 5g Mg Kg-1 de 

materia seca (MS) generando disminución del apetito (Gentry et al 1978) hasta 

47 g Mg kg-1 de MS que pueden causar severos daños en el epitelio ruminal así 

como diarreas (Chester-Jones et al 1989). Sin embargo, en el presente 

experimento no se suplementó oralmente la dosis de Mg y la cantidad utilizada 

en la infusión (53g) fue equivalente a 3g Mg Kg-1g de la MS.   

El pH promedio observado en las vacas experimentales fue de 6,65±0,4. Este 

valor fue semejante al reportado previamente por varios autores que trabajaron 

con metodologías y animales experimentales semejantes (Schonewille et al 

1999, Knowles 2012, Scandolo et al 2007, Soto et al 2005, Caro y Correa 2006, 

Correa et al 2008). Este pH estaría relacionado con la concentración del Mg en 

el LR ya que los estudios relacionados en la tabla 4.1 sugieren que a medida 

que el pH tiende a la alcalinidad (>6,7) la concentración de Mg en fluido ruminal 
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es mayor.  Debido a que bajo estas condiciones de pH la absorción de Mg se 

reduce, lo mismo que la solubilidad de fuentes inorgánicas (Adedijii y Suttle 

1999) 

 

4.4.2 Actividad enzimática promedio. 

 

El análisis estadístico mostró que ante la infusión con MgCl2 la actividad de la 

GGT en el rumen se incrementa significativamente (p<0,004) (ver grafica 4.1.). 

Estos resultados coinciden con los reportados bajo condiciones in vitro (capitulo 

2), en el que la actividad de la GGT en el LR fresco también se incrementó ante 

la adición de MgCl2 pero no con la adición de MgSO4.  

 

Grafica 4.1 Actividad In rumen de GGT en LR antes y después de la infusión 

de MgCl2 

  

Medias con Letras iguales no presentaron diferencias significativas (T) p<0,001 

 

No existen reportes en los que se haya establecido la concentración de Mg en 

licor ruminal bajo condiciones similares a las realizadas en este experimento. 

Sin embargo, al comparar la cantidad de Mg adicionada por medio de la 

infusión con la concentración de Mg en LR reportada en otros trabajos 
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(Scandolo et al 2007, Johnson et al 1988, Schonewille et al 1999) y que osciló 

entre 0,5 y 13,1 x 10-3mol/L (Tabla 4.1), se puede inferir que dicha adición 

significó un aumento de aproximadamente 260% en la concentración de este 

mineral en el rumen (Grafica 4.2). Este hecho puede explicar el aumento 

significativo en la actividad enzimática de la GGT. 

Grafica 4.2 Moles de MgCl2 adicionados al medio ruminal 

 
* Asumiendo esa concentración promedio de Mg en el líquido ruminal 

 

4.4.3. Infusión Mg Vs Aporte dietario y suplementario  

Es pertinente considerar que el Mg dietario que alcanza el rumen no sería 

comparable con el Mg infundido a nivel ruminal, toda vez que es una técnica 

que busca estimar el comportamiento de una cantidad especifica de materia 

prima bajo las condiciones ruminales (Pan et al 2003). La cantidad de Mg 

consumida por una vaca lechera está limitado principalmente por el nivel toxico 

del mineral en el organismo del animal (NRC 1980). No obstante, si las 

condiciones de transporte activo a través de la pared ruminal es normal, el 

requerimiento diario de Mg para vacas lecheras adultas establecido por el NRC 

(2001) es de 0,2% de la materia seca. Otros autores han establecido 

recomendaciones que van desde 0,3% (Allsop y Rock 1972) a 0,4% de la 

materia seca (Okelly y fontenont 1969), sin efectos nocivos en el consumo o 

aparición de diarrea ni daño de tejido ruminal.  
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4.4.4 Contraste de la actividad In vitro e In Rumen en Bovinos y Ovinos. 

El aumento en la actividad de la GGT generado por la adición de MgCl2 a nivel 

In vitro (capitulo 3) superó a la actividad de esta enzima In rumen después de 

la infusión en aproximadamente 38% (Ver grafica 4.3). Infusiones de otros 

minerales (K, Ca, Cl, Na) han sido previamente evaluados (Hogue et al 1990, 

Wylie et al 1985, Aslam et al 1991), sin embargo no se han reportado 

infusiones de Mg en forma de sal pura en vacas fistuladas.  

 

Grafica 4.3 Incrementos de la actividad enzimática de GGT en LR luego de la 

adición de MgCl2  evaluadas por técnica In vitro e In rumen 

 
LRF = Liquido ruminal fresco  
LRA= Liquido ruminal antes de la infusión ruminal de Mg 
LRD = liquido ruminal después de la infusión ruminal de Mg 

 

Como se observa en la Tabla 4.1, la actividad de la GGT en LR de ovejas 

reportada por Faixova y Faix  2002, faixova et al (2006), fue superior a las 

halladas en el experimento in vitro (capítulo 3) e in rumen, en este experimento.  

Estas diferencias pueden estar relacionadas con la composición de la dieta y el 

manejo alimenticio utilizado por estos autores (dieta con mayor contenido de 

ENl suplementada durante 40 días) lo que pudo cambiar las condiciones del 

ambiente ruminal, poblaciones microbianas y con ello la actividad enzimática.  

Se han reportado cantidades superiores  de bacterias y protozoos en contenido 

ruminal de bovinos (Kurihara et al 1968, Rosales et al 1989, Van Lier y 
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Regueiro 2008, Fraga et al 2012, Saro et al 2012), por lo que se pudiera 

sospechar, que en ovinos exista un mayor número de poblaciones bacterianas 

en el LR, o bien que exista una mayor concentración de protozoarios que 

tienen una actividad de transaminasas superior (Tsubota y Hoshino 1969). Sin 

embargo la determinación de la GGT (en este y otros estudios) se realizó sobre 

LR y no sobre el contenido, por lo que es poco probable que los cambios en la 

actividad de esta enzima entre estas especies se deban exclusivamente a 

estas diferencias.  

 

A pesar de esto, el aumento en la actividad de la GGT causada por la adición 

de MgCl2 observado en este estudio fue superior al reportado en Ovinos 

(Faixová et al 2006). Esto indica posiblemente que la inclusión directa de Mg a 

un medio ruminal con un plano de nutrientes inferior (proveniente de animales 

alimentados con dietas basadas en forrajes fibrosos, con baja energía y sin 

suplementación), generó una respuesta mayor en la actividad de la enzima 

comparado con un medio ruminal enriquecido, como lo fue el de los estudios de 

Faixová y Faix (2002) y de Faixová et al (2006).  

Tabla 4.1 Comparación de la actividad GGT entre métodos y especies   

 Faixová y Faix 2002 Faixova et al 2006 Cuervo 2011 

Especie Ovino Ovino Bovino 

Modelo Animal Adultos, no lactantes, 30-

35 Kg PV 

Adultos, no lactantes, 30-

35 Kg PV 

7 años, no lactantes, 620 

Kg PV 

Alimentación 56% heno - 44% 

concentrado 
a
 

Concentrado 
b
 + 

Premezcla min y vit 

100% graminea - Kikuyo 
c
 

LR extraído por 

muestra  (mL). 

200 50 100 

Fuente de Mg 

utilizada. 

MgCl2 MgCl2 MgCl2 

Concentración Mg 

adicionada. 

5 x10
-3

  -  20 x10
-3
mol/L 6 x10

-3
  -  20 x10

-3
mol/L 14 x10

-3
mol/L 

Método 

Determinación. 

colorimétrico por 

espectrofotómetro 

colorimétrico por 

espectrofotómetro 

colorimétrico por 

espectrofotómetro 

Unidad medición. μkat / L % nkat / L  * 

Kit químico utilizado. LACHEMA lab. ®  SIGMA-aldrich ®  Biosystems ® 

Act in vitroLR control 1,15 µKtal/L 100% ** 0,150 µKtal/L 

Act in vitroLR + MgCl2 1,45 µKtal/L 131,60% 0,616 µKtal/L 
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Act in rumen LR control ND ND 0,124 µKtal/L 

Act in rumen + MgCl2 ND ND 0,463 µKtal/L 

 
LR: Liquido ruminal.  PV: peso vivo  ND: No determinado.   

* 1μKtal = 1000nKtal  ** se tomó la actividad de GGT en LR sin adicion alguna como 100% 

Concentrado 
a
: melaza, avena, salvado trigo y arroz, concentrado comercial y suplemento mineral  

Concentrado 
b
: Alfalfa deshidratada - maiz molido (3:1).  Kikuyo 

c
: Pennisetum clandestinum  

 

De igual forma, estos resultados demuestran que el suministro del Mg en forma 

de MgCl2, en las cantidades trabajadas por estos autores y las de este 

experimento, genera una respuesta significativa y positiva sobre la actividad 

ruminal de la GGT.  

La mayor actividad de la GGT se logra bajo especificas condiciones de 

laboratorio, que incluyen un pH mayor a 8 (Tate y Meister 1974, Thompson y 

Meister 1976) y de 29 a 30ºC (Wickham et al 2011). Un ambiente ruminal 

normal no cumplen estos parámetros (Brod et al 1982, Weimer 1996), incluso 

no se reportan diferencias importantes en el pH  (Scandolo et al 2007, Mojica et 

al 2009, Mouriño et al 2001) o en la temperatura ruminal (Brod et al 1982, 

Beatty et al 2008)  entre las dos especies, por lo que las diferencias 

observadas entre la actividad de la GGT entre estas dos especies no estarían 

relacionadas con este parámetro.  

 

 

4.4.4.1. Efecto de la Dieta. 

La actividad enzimática en rumen depende de diversos factores, entre los que 

se citan el pH (Tate y Meister 1974) la temperatura (Wickham et al 2011), la 

disponibilidad de sustratos (Pabon 2004) y el tipo de poblaciones microbianas 

presentes en el medio (Tsubota y Hoshino 1969). Es importante señalar que, la 

mayor actividad ruminal de aminotransferasas (en ovejas) se presenta en un 

pH entre 5 y 6, y que dentro de los microorganismos ruminales, son los 

protozoarios los que presentan mayor actividad de este tipo de enzimas 

(Tsubota y Hoshino 1969, Bhatia et al 1979). 
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El número y tipo de población de microbios en rumen, son afectados al mismo 

tiempo por el pH ruminal (Hobson and Stewart 1997) pero principalmente por el 

tipo y composición de la dieta (Dehority y Orpin 1997). En este sentido, se ha 

demostrado que la suplementación de carbohidratos no estructurales (CNE) 

(Carruthers y Neil 1997), de almidones (Stewart 1977) y de alimentos 

concentrados con carbohidratos rápidamente fermentables (Terry et al 1969) 

disminuye el pH ruminal en bovinos, así como la digestión de la fibra 

(Burroughs et al 1949, El-Shazly et al 1969, Mertens y Loften 1980, Mould y 

Ørskov, 1984). 

Igualmente, el nivel de fibra en la dieta afecta el pH tanto en bovinos como en 

ovinos. Weimer et al (1999) observaron un menor pH ruminal en vacas 

lecheras alimentadas con altas inclusiones dietárias de grano de maíz (31% Vs 

2%), mientras que Giri et al (2005) reportan una caída abrupta del pH a las 4 

horas luego de suministrar dietas con altos niveles de concentrado y bajos de 

fibra cruda.  

Con relación al balance de poblaciones ruminales, niveles crecientes de 

salvado de trigo (38,5% FDN), están relacionados con un aumento general de 

la actividad enzimática de organismos proteolíticos  y una disminución 

significativa en las poblaciones de protozoarios ciliados (Giri et al 2005). Así 

mismo, aumentos en la inclusión de ensilajes fibrosos (Maíz y Alfalfa) se han 

relacionados con un mayor número de poblaciones fibrolíticas (Weimer et al 

1999).   

Por otro lado, leguminosas arbóreas (Enterolobium cyclocarpum) 

suplementadas en Bovinos, pueden aumentar ligeramente la población de 

microorganismos celulolíticos sin afectar la población de protozoarios (Galindo 

et al 2001). Otros aditivos como la urea, han generado un ligero aumento en el 

número de Fibrobacter succinogenes y en la actividad enzimática de 

endoglucanasas y xilanasas, sin llegar a ser estadísticamente significativo (Pan 

et al 2003). 

De tal manera que los efectos de la dieta sobre la actividad enzimática se 

evidencian en condiciones experimentales, donde con un alto aporte de CNE 

en la dieta (especialmente almidón proveniente de cereales), un bajo pH (hasta 



157 
 

5,5) se observan cambios en las poblaciones ruminales, especialmente de 

protozoarios (Wattiaux y Armentano, Oetzel 2003, Campos 2008), lo cual 

puede explicar, al menos en ovejas (Tsubota y Hposhino 1969), la mayor 

actividad enzimática de aminotransferasas reportada en experimentos previos 

(Faixová y Faix 2002, faixová et al 2006). Al contrario, en el presente estudio 

los animales fueron alimentados con forraje kikuyo (Cenchrus clandestinum), 

un alimento con bajo aporte de CNE (Correa et al 2008) el cual en condiciones 

de manejo similares a las utilizadas en el experimento, puede generar un pH 

ruminal entre 6,7 y 6,8 (Correa et al 2012), lo cual puede estar relacionado con 

cambios en poblaciones ruminales, afectando de paso la actividad enzimática 

de las mismas.  

 

 

4.5. Conclusiones. 

 

La infusión directa en el rumen de sales de Mg en las dosis utilizadas, no 

genero efectos adversos sobre la salud o el comportamiento normal de los 

animales experimentales.  

Bajo las condiciones experimentales en las que se desarrolló este trabajo, se 

puede concluir que  la infusión de MgCl2 al rumen aumenta significativamente 

la actividad de la GGT (p<0,01). 

El aumento en la actividad ruminal de GGT luego de la adición de Mg que se 

observó a nivel In rumen fue inferior al reportado en las pruebas In vitro lo que 

podría estar relacionado con la concentración de Mg infundida con respecto al 

volumen del líquido contenido en rumen comparado con el volumen 

experimental utilizado en la técnica in vitro.  

Es posible que la diferencia en la actividad enzimática observada entre el 

presente estudio (bovinos) y reportes previos (ovinos) esté relacionada con el 

contenido de microorganismos (protozoarios) en el medio líquido y por el 

régimen dietario que recibieron los animales experimentales del presente 

estudio. 
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Estos resultados demuestran que el suministro del Mg en forma de MgCl2, en 

las cantidades utilizadas en este experimento y en reportes previos, genera una 

respuesta significativa y positiva sobre la actividad ruminal de la GGT. 

Basado en el supuesto de que el régimen dietario afecta la actividad de la 

GGT, se podría esperar que en animales alimentados con dietas fibrosas, 

pobres en energía y sin suplementación de CNE, la respuesta a la adición de 

MgCl2 sobre la actividad de esta enzima en rumen pueda ser mayor que en 

animales con regímenes alimenticios adecuados.  

 

 

 

4.6 Recomendaciones 

Es recomendable realizar un estudio similar a este, determinando la actividad 

de otras enzimas tipo aminotransferasas, relacionadas con la fijación de NNP y 

de síntesis de proteína microbiana.  

Para realizar comparaciones más exactas entre la actividad enzimática ruminal 

de ovinos y Bovinos, se recomienda incluir en la metodología, la 

suplementación de granos y/o alimentos concentrados (mayor aporte de CNE) 

que permitan obtener condiciones ruminales similares de reportes previos.   

Si bien se observó el aumento en la actividad de una enzima que mejora la 

utilización de nitrógeno no proteico (NNP), es necesario evaluar el efecto que 

éste tenga sobre el uso del N en el animal hospedero. Bajo el supuesto de que 

un incremento en la actividad de la GGT mejora la incorporación de NNP en 

compuestos orgánicos, podría esperarse, no solo un incremento en la 

población bacteriana sino además, mejoras en la eficiencia del uso de 

nitrógeno por parte del animal hospedero.  

Se recomienda realizar un estudio en el que posterior a la infusión ruminal de 

Mg como sal pura, sea determinada de manera periódica (cada hora) la 
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actividad de la enzima GGT, lo cual ampliaría el panorama de la información 

obtenida y facilitaría la explicación de los resultados obtenidos.  
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Abstract  

Divalent ions such as Mg++ act as cofactors for some enzymes. Of these the 

aminotransferases are a very important group for transferring amino groups to 

keto acids, improving the N metabolic flux. By being present in the rumen 

microorganisms, increasing the activity of these enzymes may contribute to 

improved microbial protein synthesis. With the objective of complement 

previous reports of the magnesium salts effect on the gamma glutamyl 

transeferase activity (GGT), it was collected ruminal liquor samples (LRF) in 

duplicate from 3 adult, non-lactating, canulated cows (620Kg) at 08:00, followed 

of intra-ruminal infusion with 53g of magnesium chloride (MgCl2) at 09:00, in 

this time was collected a second LR sample (LR+Mg) wich were filtered through 

four layers of surgical gauze and stored at 39 ° C for immediate analysis in the 

laboratory of the National University of Colombia. Was determinate the GGT 

activity on the LRF and LR+Mg samples by using a colorimetric kit of 

Biosystems.  The statistical differences between the two groups (after and 

before of the infusion) were determined through a t-test using the MEANS 

command of the statistical software SAS 9.0 (2002). Intake and behavior 

negative effects were not observed, however it was observed a high individual 

enzyme activity variation among experimental animals. This analysis reveals 

that LR+Mg samples showed statistically higher activity enzyme of GGT. Mean 
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test showed that LR+Mg samples showed an average activity of 463.26 nKtal / 

L statistically superior (p <0.001) in contrast to 124.53 nKtal / L of the LRF 

samples. However the observed GGT activity was inferior to previous 

experiments in Sheep, but was greater than that shown in previously in vitro 

experiments with catlle under similar conditions. These results may indicate 

possible differences between species, such as protozoa populations or diet 

regimen.  The present study shows that GGT besides to be a hepatic disorder 

indicator, is part of an enzymatic complex related with the N balance in rumen.  

Additionally the registered data suggest that the Mg plays an important role as 

cofactor of this enzyme, increasing his activity.  

Keywords: Holstein, aminotransferases, High Trópic, Cenchrus clandestinum, 
macrominerals, Rumen 
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CAPITULO 5 

EFECTO DEL CLORURO DE MAGNESIO EN LA DIETA DE VACAS 
LECHERAS SECAS SOBRE LA ACTIVIDAD RUMINAL in vivo DE GAMMA 

GLUTAMIL TRANSFERASA Y NITRÓGENO UREICO EN SANGRE. 
 

Wilmer A. Cuervo a. Héctor Jairo Correa C. ab 

c. Grupo de investigación en interacciones nutricionales, metabólicas y 
reproductivas ganado lechero. 

d. Departamento de producción Animal, Universidad Nacional de Colombia 
Sede Medellín 

5.1. Resumen. 

En el rumen de los bovinos, las aminotransferasas median la incorporación de 

amonio libre a los microrganismos ruminales. La actividad de este tipo de 

enzimas puede regular la fijación de nitrógeno a nivel ruminal disminuyendo su 

excreción. En estas reacciones pueden intervenir diversos cofactores, 

especialmente metales como el magnesio, que pueden o no potenciar la 

actividad de aminotransferasas como la gamma-glutamil transferasa (GGT). 

Con el objetivo de analizar el efecto del nivel de suplementación de magnesio 

(Mg++) en el metabolismo nitrogenado del rumen, se utilizaron 12 vacas 

Holstein con 635±10 Kg de peso vivo y 5 años de edad, que fueron 

alimentadas con pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) a voluntad  en su último 

tercio de la gestación, ubicadas en el municipio de Aratoca (1803 msnm, 17ºc) 

Santander, Colombia. Los animales fueron asignados de manera aleatoria a 

uno de 3 niveles de adición de cloruro de magnesio MgCl2 en la dieta (TO 0g, 

T1 150gr y T2 300gr), suministrada en 2 raciones diarias junto con 0,8 Kg de 

concentrado comercial de contenido mineral conocido. El experimento tuvo una 

duración de 21 días con un periodo de adaptación previo de 7 días. Se 

obtuvieron muestras de líquido ruminal (LR) los días 0, 7, 14 y 21 utilizando la 

técnica de la sonda oro-ruminal y de sangre por medio de punción de la vena 

coccígea para la determinación de nitrógeno ureico en sangre (NUS). Para la  

determinación de la actividad de la GGT en LR y de urea en sangre se 

utilizaron kits comerciales. Para las variables evaluadas se utilizó un diseño 

completamente al azar con arreglo de medidas repetidas en el tiempo mediante 

el PROC MIXED y el comando LSMEANS del software de análisis estadístico 

SAS 9.2. Se encontraron interacciones significativas entre la adición de sal y el 
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tiempo de muestreo sobre la actividad ruminal de GGT y el NUS. En promedio 

el LR de las vacas del T1 (150g/d MgCl2) presentó actividad de GGT 

(492,41±187nKtal/L) significativamente superior (P<0,01) durante todos los 

muestreos a la de los otros dos tratamientos. Se evidenció un efecto cuadrático 

en la GGT al adicionar mayor cantidad de sal de Mg (300g/d) al observarse 

disminución de su actividad, posiblemente relacionada con una saturación de 

Mg en el medio  liquido del rumen lo que pudo cambiar la disociación del 

compuesto evaluado (MgCl2) evitando su acción positiva sobe la enzima. El T2 

no fue significativamente diferente al control (276,93±177 y 240,06±160 

respectivamente) a lo largo del experimento. Se observó un comportamiento 

similar en el nivel de NUS del T1 (8,12mg±0,95 mg/dL) al ser significativamente 

inferior  al control y a T2 (12,6±0,29 y 12,3±3,3 respectivamente) en todos los 

días de muestreo (p<0,0001). Al igual que con la GGT, el nivel de NUS 

disminuyo constantemente durante tres semanas y se estabilizó hacia el final 

del experimento. La coincidencia en el aumento de la GGT en rumen y la 

disminución en el NUS de los animales del T1 evidencian la relación de esta 

enzima con el metabolismo nitrogenado en rumiantes. La suplementación de 

sales de Mg en dosis de hasta 300gr/d no presentó inconvenientes en el 

desempeño de animales preparto, sin embargo presentó problemas de 

palatabilidad por ser un material astringente. La suplementación diaria de 

150g/d de MgCl2 por animal potenció de mayor forma la actividad de la 

aminotransferasa de interés en el metabolismo nitrogenado para los rumiantes. 

Es posible afirmar que un aumento en la actividad de aminotransferasas como 

la GGT está relacionado con una disminución en NUS. Se recomienda la 

continuación de este trabajo con la medición de producción de amonio y  

excreción de N en orina y heces. 

Palabras Clave: Transaminasa, trópico alto, iones divalentes, nitrógeno no 

proteico, Sales de magnesio. 

Abstract 

In the rumen of cattle, aminotransferases mediate incorporation of free 

ammonia to rumen microorganisms. The activity of such enzymes can regulate 

nitrogen fixation in the rumen reducing its excretion. In these reactions may 
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involve various cofactors, especially metals such as magnesium, which may or 

may not enhance the activity of aminotransferase and gamma-glutamyl 

transferase (GGT). In order to analyze the effect of level of supplementation of 

magnesium ( Mg + + ) in the nitrogen metabolism of rumen, 12 Holstein cows(635 

± 10 kg body weight and 5 years of age) were fed star grass (Cynodon 

nlemfuensis ) ad libitum in the last third of gestation, located in the town of 

Aratoca ( 1803 m , 17 º c ) Santander, Colombia . The animals were randomly 

assigned to one of 3 levels of addition of magnesium chloride (MgCl2) in the diet 

( 0g TO , T1 and T2 150gr 300gr ), provided in 2 portions daily with 0.8 kg of 

commercial concentrate of mineral content known . The experiment lasted 21 

days with a period of 7 days prior adaptation. Samples of ruminal fluid (RL) on 

days 0, 7, 14 and 21 were obtained using the oro-ruminal probe technique and 

blood by puncturing the coccygeal vein for the Blood ureic nitrogen (BUN)  

determination. For determination of the activity of GGT in RL and blood urea 

commercial kits were used. For the evaluated variables we used a completely 

randomized design under repeated measures in time by using the PROC 

MIXED command LSMEANS and statistical analysis software SAS 9.2. 

Significant interactions between the addition of salt and the sampling time on 

ruminal activity of GGT and BUN were found. On average RL from T1 Cows 

(150g / d MgCl2) presented significantly higher GGT activity (492.41 ± 

187nKtal/L) (P < 0.01) for all samples to that of the other two treatments. A 

quadratic effect on GGT was evidenced by adding more salt Mg (300g / d ) to 

the observed decreased activity , possibly related to a saturation of Mg in the 

liquid medium of the rumen which could change the dissociation of the 

compound evaluated (MgCl2 ) avoiding positive action on GGT . T2 was not 

significantly different from control (276.93 ± 240.06 ± 177 and 160 respectively) 

throughout the experiment. Similar behavior was observed in the level of BUN 

T1 (8.12 mg ± 0.95 mg / dL) to be significantly lower than the control and T2 

(12.6 ± 0.29 and 12.3 ± 3.3 respectively) on all sampling days (p < 0.0001). As 

with the GGT, BUN level decreased continuously for three weeks and stabilized 

by the end of the experiment. The coincidence GGT increased rumen and 

decreased BUN T1 animals show the relationship of this enzyme with the 

nitrogen metabolism in ruminants. Supplementation of Mg salts in doses up to 

300g/d did not present problems in the performance of prepartum animals; 
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however palatability problems presented for being an astringent material. Daily 

supplementation of 150 g/d per animal MgCl2 generated a higher increase in 

the aminotransferase activity. Therefore, it is possible that the BUN decrease 

was related to an increase in the GGT activity. It´s recommended a continuation 

of this study to measurement of ruminal ammonium production and excretion of 

urine and faeces N.  

Key words: Transaminase, High tropic, divalent ions, non-protein nitrogen, 
Magnesium salts. 

 

5.2. Introducción.  

 

El contenido promedio de Mg para el pasto estrella (Cynodon nlemcfuencis) 

oscila entre 0,19%. (González et al 1996, Hernandez et al 2000) y 0,22%, 

(Sanchez y Soto 1997, 1999) y su consumo puede ser de hasta 2,95% del peso 

vivo del animal (Greenhalg et al 1966, Greenhalg y Reid 1968, Chandler 1976, 

Le Du et al 1979, Combellas y Hodgson 1979, Glassey et al 1980, Ruiz et al 

1981, Ceballos et al 2002, González et al 1996), lo que en teoría satisface el 

requerimiento de Mg para bovinos de leche (0,2% de la Materia seca) (NRC 

2001). La principal fuente de suplementación de Mg es el alimento 

concentrado, que aporta cantidades suficientes de Mg a la dieta (Thomas et al 

1984). Sales puras (MgO, MgSO4, MgCl2), se han utilizado para corregir el 

síndrome de depresión de grasa en leche (Xin et al 1980, Erdman et al 1980), 

mantener el pH ruminal (Schaefer et al 1982) y tratar la hipomagnesemia 

(Wilson 1980 y Holtenius et al 2008). 

Las dosis experimentales reportadas oscilan entre 0,4 y 0,5% en base seca 

(NRC 2001, Gentry et al 1978) e incluso hasta 0,61% sin reportar efectos 

negativos (Van Mosel et al 1990). Los reportes de toxicidad por este mineral 

son bajos ya que no existe un mecanismo de control metabólico del Mg 

(Underwood y Suttle (1999), y los procesos para su absorción (el pasivo no 

saturable y el atcivo saturable) parecen depender más de la concentración de K 

en el medio que del mismo Mg en el forraje (Roth y Werner 1979, Martens 

1983).  
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Se ha reportado que el Mg funciona como cofactor de transaminasas como la 

GGT y la glutamato deshidrogenasa (GDH) (Faixova y Faix 2002, Faixová et al 

2006) enzimas que permiten la fijación de amonio ruminal, una forma de 

nitrógeno no proteico. Las bacterias ruminales son capaces de convertir NNP 

en aminoácidos, por medio de la GDH que adiciona amonio NH4
+ a una 

molécula de α-ceto-glutarato (Marques 1988). También la glutamina sintetasa 

(GS) incorpora NH4
+ a una molécula de glutamina. El aminoácido resultante de 

cualquiera de las dos vías enzimáticas, puede ser incorporado a la proteína 

que compone a los microorganismos ruminales (Hoshino et al 1996, Van Soest 

1994). La GGT por su parte, controla la transaminación de un cetoacido, 

transfiriendo péptidos y aminoácidos a través de membranas biológicas 

incluyendo la de microorganismos (Nakayama et al 1994). Las reacciones de 

esta via metabólica constituyen un ciclo “gamma-glutamil”, siendo su principal 

función es la de dividir la molécula del Glutation en sus aminoácidos 

constituyentes a nivel de la membrana celular y transportar los mismos hacia el 

citoplasma (Whtiflied 2001).  

Al interior de las células, la GGT separa los aminoácidos importados en un 

aminoácido que contiene un residuo gamma glutamil (GGAA) y una molécula 

de cisteinil glicina (Rodwell y Kenelly 2003). El GGAA  puede ser 

posteriormente convertido a glutamato y  glutamina. El glutamato, juega un 

papel central en el metabolismo del N en mamíferos superiores y 

microorganismos ya que una de sus funciones es ser receptor de grupos 

aminos (NH2
-) (Chen y Rusell 1989, Paster et al 1993, Nelson y Cox 2001, 

Pabón 2004). Se ha postulado que la concentración de GGT puede regular el 

pool intracelular de glutamato en bacterias ruminales (Faixová et al 2006) 

pudiendo mejorar la utilización de N en especial la de NNP (faixová y Faix 

(2005).     

La utilizacion de N a nivel ruminal ha sido estrechamente relacionada con el 

nivel de NUS (Kohn et al 2005, Correa et al 2011). A nivel experimental se ha 

determinado que el amonio ruminal esta íntimamente ligado con el nivel de 

nitrógeno ureico en sangre (Preston et al 1961, Preston et al 1964, Ropstad et 

al 1989, Gustafsson y Palmquist 1993). Tanto el NUS (r2=0,98) como el 

nitrógeno ureico en leche (NUL) (r2=0,59) están relacionados con el contenido 
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de proteína cruda en la dieta y su utilización (Preston et al 1964, Broderick 

1995, Roseler et al 1993, Socha et al 2005). Un exceso de proteína dietária 

puede generar en rumiantes un exceso de urea exportada al hígado y 

excretada por orina y leche (Jordan et al 1983, Van Soest 1994, Jonker et al 

1998, Annison y Briden 1999). 

La eficiencia en el uso de N a nivel ruminal depende de; el tipo de poblaciones 

bacterianas (Hungate 1968, Goat et al 1998, Fernando et al 2010), el nivel de 

acidez ruminal (Preston et al 1964, Van Soest 1994, Veth et al 1999, Pan et al 

2003) y la disponibilidad de sustratos como los carbohidratos no estructurales 

(CNE) para la formación de proteína bacteriana (McLaren 1964, Alison 1969). 

Animales alimentados con un bajo aporte de granos y alto de forraje fibroso (<2 

Mcal EM /Kg de MS) han mostrado un aumento en las poblaciones de bacterias 

fibrolíticas (Fernando et al 2010, Weimer et al 1988) que pueden utilizar al 

amonio como su única o principal fuente de N para crecer (Bryant y Robinson 

1962, Allison 1969, Van Soest 1994). 

En algunas explotaciones las vacas secas en último tercio de gestación 

consumen forrajes fibrosos e incluso en mal estado de almacenamiento (García 

2009), de tal manera que el aporte de almidón  y otros azucares rápidamente 

fermentables, puede ser muy bajo, pudiendo reducir drásticamente la síntesis 

de proteína microbial (Annyson y Briden 1999). Sin embargo, tanto la 

disponibilidad ruminal de N como su utilización se esperan bajas durante este 

estado fisiológico, especialmente bajo las condiciones de manejo de las 

lecherías tradicionales del país. Por ello, el objetivo de este trabajo fue, evaluar 

el efecto de la suplementación de una fuente inorgánica de Mg de alta 

disponibilidad (MgCl2) a vacas en su ultimo tercio de gestación consumiendo 

praderas de pasto estrella sobre la actividad ruminal de la GGT y la 

concentración de urea en sangre. 
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5.3 Materiales y Métodos. 

 

5.3.1 Localización 

El trabajo de campo se llevó a cabo en la Finca San Sebastián ubicada en el 

municipio de Aratoca (6° 41′ 0″ N, 73° 1′ 0″ W) (GeoHack 2013), departamento 

de Santander a 2200 msnm (IGAC 1996), con una temperatura promedio de 

19ºc, 58% Humedad relativa (Guhl 2009) y perteneciente a una zona ecológica 

de Bh-pM (Holdridge 1996). La finca contaba con praderas de pasto estrella 

(Cynodon nlemfuencis) fertilizado con pollinaza a razón de 200 Kg /Ha/ año.  

5.3.2 Animales experimentales 

En el estudio se utilizaron 12 vacas raza Holstein adultas (5 años promedio) 

con un peso de 635±10 Kg. Se realizó un examen de palpación rectal para 

confirmar la etapa de gestación de las vacas, de tal forma que todas  

estuvieran dentro del último tercio de gestación (196±33d). Los animales se 

mantuvieron en pastoreo constante de pasto estrella y para el manejo de la 

toma de muestras eran trasladados a las 08:00 a un establo con piso de 

cemento y un brete para facilitar su manejo (Ver imagen 5.1).  

5.3.3. Dieta y suplementación 

Los animales fueron asignados aleatoriamente a tres tratamientos 

experimentales (4 vacas/tratamiento) consistentes en el suministro de 0, 150 y 

300 g/d de MgCl2, distribuidos en dos raciones diarias (08:00 y 14:00). Debido 

a que el MgCl2 generaba astringencia en los animales (por su baja 

palatabilidad), el mismo fue  mezclado con 0,8 kg de un suplemento comercial  

(Solla®). Para ello se implementó un periodo de adaptación al consumo de la 

sal consistente en el suministro creciente de la misma y del suplemento 

comercial como se muestra en la Tabla 5.1. Posteriormente, las dietas 

experimentales se mantuvieron durante 21 días. Las vacas que no recibieron la 

sal, también fueron suplementadas con el alimento comercial. 
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Imagen 5.1. Establo de Manejo para toma de muestras 

 

Tabla 5.1. Esquema de suplementación en Periodo de Adaptación. 

 Tratamiento* 

 150 g/d 300 g/d 

Día MgCl2 (g) Concentrado (g) MgCl2 (g) Concentrado (g) 

-7 20 400 50 400 

-6 20 600 80 600 

-5 30 600 130 600 

-4 50 600 180 600 

-3 70 700 210 700 

-2 90 700 270 700 

-1 120 800 300 800 

0 150 800 300 800 

*Los animales del tratamiento control (0 g/d) recibieron la misma cantidad de alimento concentrado que 

los demás animales 

Tabla 5.2. Composición Nutricional Concentrado comercial SOLLALECHE 18 ® 

Nutriente Unidad Cantidad 

Materia Seca % 86,9 
Extracto Etéreo % 3 
Proteína Cruda % 18 
NNP max* % 3 
Fibra Cruda % 15 
FDN % 31,2 
FDA % 12,6 
Energía neta de lactancia (ENl) Mcal/Kg MS 1,7 
Cenizas % 10 
Ca % 2 
P % 0,5 
Mg % 0,57 
K % 0,5 

*NNP= Equivalente proteico del nitrógeno no proteico  
Fuente: http://www.solla.com 
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Todas las vacas se mantenían bajo pastoreo de praderas de pasto estrella 

(Tabla 5.2), disponían permanentemente de agua a voluntad y no recibieron 

ninguna adición de sal mineralizada 

Tabla 5.3 Composición Química Pasto Estrella (Cynodon nlemfuencis)* 

Componente Unidad Cantidad 

Materia Seca  % 31,8 

Cenizas  % 6,50 

Proteína Cruda  % 8,34 

Extracto Etéreo  % 0,85 

FDN  % 71,18 

FDA  % 45,43 

Fibra cruda % 20,33 

Ca   % 0,37 

P  % 0,30 

Mg  % 0,21 

K  % 1,41 
* Proveniente del municipio de Aratoca – Santander (45 dias de rebrote) 
Fuente: Laboratorio de  Bromatología - Universidad Industrial de Santander  

 

Imagen 5.2. Mezcla concentrado comercial y MgCl2 

 

a) Pesaje del MgCl2 en balanza de precisión   

b) Pesaje alimento concentrado  
c) Mezcla de las 2 raciones diarias para cada animal experimental 
d) Suministro individual de la dieta experimental   
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5.3.4 Toma de muestras. 

Se tomaron muestras de licor ruminal (LR) los días 0, 7, 14 y 21 del periodo 

experimental utilizando el procedimiento descrito por Martin et al (2005) con 

algunas variaciones: en lugar de utilizar un tapón rígido en los últimos 20 cm de  

 

la manguera, se utilizó un tapón compuesto de pan (completamente degradable 

a nivel ruminal). De igual forma solo se utilizaron aproximadamente 3 metros de 

manguera plástica con 2,5mm de grosor, la cual fue acoplada a un recipiente 

plástico de almacenamiento, el cual a su vez fue conectado con 2 metros de 

manguera similar a la de la sonda, a un equipo de succión mecánica 

(Aspiradora) (ver Imagen 5.3). 

 

Los animales permanecieron 12 horas sin recibir alimentos antes de colectar el 

LR con la finalidad de reducir la capa de forraje y  facilitar el ingreso de la 

sonda al interior de contenido ruminal ya que en ensayos previos, la obtención 

del LR fue muy limitada. Martín et al (2005) sugieren ayunos de más de 12 

horas que para los fines de este trabajo, se consideraron excesivos.  Luego de 

ser inmovilizadas en el brete, las vacas fueron sedadas con Rompun ® 

(Hidróxido de xylacina) en una dosis de 0,01 mg por kg de peso vivo, se 

esperaron cerca de 10-15 minutos,  se procedió a utilizar un abrebocas de 

caucho y se introdujo la sonda de manera continua y cuidadosa permitiendo al 

mismo tiempo avance y retroceso de la misma. 

 

Luego que la sonda avanzaba entre 1,9 y 2,3 mt se procedia a expulsar el 

tapón de masa de pan mediante una presión de aire fuerte y rápida, a 

continuación la sonda se conectaba a la bomba de vacío para aspirar fluido 

ruminal (FR) (aproximadamente 30 mL). Dicho FR fue filtrado a través de 4 

capas de papel filtro para obtener aproximadamente 20mL de LR que fue 

almacenado en frascos individuales, y mezclado con 0,1mL de ácido sulfúrico 

al 50%. Todos los frascos fueron empacados en una cava con hielo y 
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trasladados al laboratorio de Nutrición animal de la Universidad Cooperativa de 

Colombia sede Bucaramanga donde fueron mantenidos en congelación (-20ºc) 

hasta su posterior análisis.  

 

Imagen 5.3 Materiales y ensamble bomba succión para la obtención de LR 

 

a. Recipiente de colecta de LR con tubo de ingreso del líquido (Blanco) y de succión (Negro) 
b. Acople de la sonda al recipiente de colecta 
c. Acople del recipiente de colecta a la bomba de succión mecánica (aspiradora) 
d. Introducción de la sonda con ayuda de nariguera y abreboca de caucho 
e. Contenido ruminal en la sonda 

 

Simultáneamente con la toma de muestra de LR, se tomaron muestras de 

sangre mediante punción de la vena coccígea, aproximadamente 5 cm debajo 

de la base de la cola, utilizando un Vacutainer serum (Ref Nº 367844). Se 

obtuvieron 10 mL de sangre con anticoagulante (EDTA y fluoruro de sodio) e 

igual cantidad de sangre sin anticoagulante. Las muestras fueron almacenadas 

en una cava con hielo y transportadas desde la finca al Laboratorio de Nutrición 

Animal UCC (Bucaramanga). En el laboratorio, las muestras fueron 
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centrifugadas a 3000 rpm durante 12 minutos para separar el suero y el 

plasma, este se envasó en tubos micro-viales, los cuales fueron marcados y 

almacenados a -20°C hasta su posterior análisis.  

Debido a que el manejo nutricional que se llevaba a cabo en la finca durante la 

lactancia, incluía una suplementación ad libitum de pollinaza antes del ordeño, 

se ordenó por parte del veterinario la suspensión de esta adición desde un mes 

antes del inicio del experimento. Esto debido a que el elevado contenido de 

NNP presente en este suplemento (Cocuh 1972, Duarte et al 1996, Lema et al 

2012) habría podido elevar los niveles de NUS en los animales experimentales, 

generando alteraciones en el nivel inicial del metabolito y con ello el análisis 

estadístico.  

 

5.3.4.1 Consideraciones y observaciones para la obtención de líquido 
ruminal por sonda oro-ruminal  

 

Se realizó seguimiento del desempeño de cada animal durante y después del 

parto y no se encontraron dificultades o procesos abortivos previos al mismo. 

Otros autores han trabajado con dosis bajas de hidroxicloruro de xilacina en 

vacas preparto, Damir et al (1994) utilizaron 0,035 mg/Kg en vacas lecheras 

durante los últimos 28 días preparto. De la misma forma Smith et al (2009) 

utilizaron 0,03 mg/Kg en vacas adultas en preparto tardío sin reportar efectos 

secundarios en los animales. Auchtung et al (2005) por su parte utilizaron hasta 

0,045 mg/Kg del mismo producto en vacas durante las últimas 8 semanas 

preparto sin reportar abortos o problemas en el periparto.  

No se presentó ninguna complicación con el paso de la sonda oro-ruminal en 

los animales experimentales. Sin embargo para el primer muestreo en dos 

animales del grupo control, la dosis de sedante no tuvo el efecto esperado por 

lo que el proceso de extracción tomó más tiempo de lo previsto (30 min) y se 

tuvo que aplicar una segunda dosis a menor concentración (0,0025 mg/Kg PV). 

Las muestras de CR obtenidas estaban libres de saliva u otros residuos que 

pudieran alterar las condiciones normales del medio ruminal. El filtrado del CR 

permitió la obtención de LR con volúmenes que variaron entre 10mL y 45mL.  
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A pesar de no utilizar en la sonda la manguera interna descrita por Martin et al 

(2005) no se tuvieron problemas para la obtención de CR de buena calidad y 

en cantidad suficiente para ser filtrado. No obstante, al final de cada muestreo 

la manguera utilizada había perdido rigidez y estructura por lo que para cada 

muestreo se debió utilizar una nueva. Se evitó al máximo la contaminación o 

mezcla de CR provenientes de diferentes animales al realizar dos lavados con 

agua de grifo, uno con jabón comercial diluido y dos más con agua de grifo a 

presión.  

Con el objetivo de evitar que el recipiente de colecta tuviera contacto directo 

con el CR, en el momento en que se observaba el paso del mismo por la 

sonda, se procedía a desconectar el equipo de succión y se desconectaba la 

sonda del recipiente, de tal forma que el CR era depositado directamente en el 

papel filtro.  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en pruebas in vitro anteriores (ver 

capítulo 2) el LR fue descongelado a temperatura ambiente y se utilizó sin 

centrifugar para evitar cambios importantes en la actividad ruminal de GGT.  

 

5.3.5 Análisis de Laboratorio 

 

5.3.5.1. Determinación de Actividad Enzimática GGT en LR. 

Las muestras de LR fueron descongeladas a temperatura ambiente y utilizando 

una micro-pipeta graduada se obtuvieron 1000 μL de LR. Para su posterior 

análisis se utilizó el kit colorimétrico GAMMA GLUTAMYL-TRANSFERASE de 

Byosistems ®  (código 12520), el cual se basa en la velocidad de formación de 

3-carboxi-4-nitroanilina a partir de la transferencia del grupo γ-glutamilo de la 

γ-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida a la glicilglicina.  

 

Para este método colorimétrico se manejó un espectrofotómetro GENESYS 

10S UV-Vis, en el que se registró la absorbancia de las muestras a 405nm. En 

cada celda  se incluyeron 500 μL de reactivo de trabajo, 500 μL de agua 

destilada y 1000 μL de LR.  Para cada muestra se realizó una lectura cada 
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minuto durante tres minutos, estos datos fueron utilizados para establecer la 

diferencia (Δ) de absorbancia, la cual fue ingresada en la siguiente ecuación: 

 

Ecuación 5.1. Determinación de la actividad enzimática 

 

Kit No 11520 Byosistems ® 

Dónde: 

ΔA/min = Diferencia promedio entre lecturas de absorbancia 

Vt = volumen total de la reacción (1,1) 

Ԑ = Coeficiente de absorción molar de 3-carboxy-4nitroanilina a 405nm (9900) 

I = el paso de la luz (1cm) 

Vs = Volumen de la muestra (0,1) 

 

La actividad enzimática fue expresada en nKtal/L de acuerdo a las 

recomendaciones estipuladas en el kit comercial.  

 

5.3.5.2. Determinación de NUS  

La determinación del nitrógeno ureico en sangre (NUS) se realizó al día 

siguiente del último muestreo (dia 30 del experimento). Los micro-viales fueron 

descongelados en un baño de maría a 39ºc. Utilizando una micro-pipeta 

graduada, se obtuvieron 10μL de muestra (plasma sanguineo centrifugado) 

para ser analizada por medio del kit espectrofotométrico UREA/BUN de 

BioSystems® (código 11536). Se realizaron lecturas de absorbancia a 600nm 

en un espectrofotómetro marca GENESYS 10S UV-Vis. El método para la 

determinación de la concentración de NUS (mg/dL) se muestra a continuación: 

Ecuación 5.2. Determinación concentración de Nitrógeno ureico 

 

Fuente: Kit UREA/BUN 11537 Biosystems 
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La celda que contenía el patrón de la urea contenía 10L del reactivo patrón y 

2 mL del reactivo de trabajo y la lectura de su absorbancia se realizó solo una 

vez, mientras que la celda del blanco únicamente contenía los 2 mL del 

reactivo de trabajo y su absorbancia era registrada antes de cada serie de 

lecturas. 

 

Imagen 5.4 Muestreo Sanguíneo y determinación de NUS 

 

 
a. Desinfección de la zona coccígea  
b.  Toma de sangre con vacutainer 
c.  Almacenamiento del suero lácteo posterior al calentamiento, coagulación y centrifugación 
d. Almacenamiento (-20ºc) muestras de LR, Plasma sanguíneo y Leche 
e. Toma de muestras con micro-pipeta 
f.  Determinación NUS y NUL por medio del kit 11536 Biosystems ® 

 

 

5.4 Análisis estadísticos. 

 

Para evaluar el efecto de la suplementación con el MgCl2 sobre la actividad 

enzimática de la GGT en LR y el nivel plasmático de NUS, los resultados se 

analizaron bajo un diseño completamente al azar con medidas repetidas en el 

tiempo utilizando el PROC MIXED del paquete estadístico SAS 9.2 (2002).  

 

Tanto para los datos de la actividad ruminal de GGT como para el nivel de 

NUS, el análisis estadístico siguío este modelo:  
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Yij= µ + Mi + Tj + MT + Ԑijk 

 

Donde:  

Yi =  Actividad ruminal de la GGT 

 = Efecto de la media poblacional 

Mi = Efecto del i-ésimo Nivel de Mg suplementado 

Tj = Efecto del j-ésimo tiempo de medición 

Ԑijk = Efecto del error experimental 

 

5.5. Resultados y discusión. 

5.5.1 Actividad ruminal de GGT. 

El análisis estadístico permitió establecer la existencia de  una interacción entre 

el tratamiento y el tiempo de muestreo (p<0,006) sobre la actividad de la GGT, 

en el que el suministro de 150g/d de MgCl2 generó una actividad para esta 

enzima que superó en más del doble la actividad observada en el T0 y casi el 

doble de la observada en T2 (Gráfica 5.1). No se observaron diferencias 

significativas (p=0,74) entre la actividad de GGT registrada para el T2 y el T0 

en ninguno de los periodos evaluados. Faixová y Faix (2002) al adicionar MgCl2 

en LR de ovejas reportan una actividad In vitro superior (1400  nKtal/L) a las 

observadas en este trabajo. Sin embargo, posteriormente Faixová et al (2006) 

trabajando bajo condiciones experimentales idénticas a las de su anterior 

trabajo, observaron resultados contradictorios, en los que, bajas adiciones In 

vitro de Mg aumentaron la actividad normal de la GGT en LR, mientras que 

altas concentraciones de Mg (20x10-3 mol/L) la disminuyeron (hasta en 30%). 

Los autores no explicaron estos resultados.  

Los reportes de actividad enzimática en tejidos y fluidos corporales de bovinos 

varia ampliamente y están relacionados principalmente con la ubicación 

anatómica, siendo los tejidos y órganos de transporte los de mayor actividad 

registrados (ver tabla 5.4). Existen algunos factores relacionados con la baja 

actividad GGT en rumen observada en el presente estudio cuando se 

comparan con los reportados por Faixova y Faix (2002), Faixová et al (2006). 

Entre estos estarían las condiciones ruminales  de pH (Joyner y Baldwin 1966, 
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Tate y Meister 1974, Thompson y Meister 1976, Brod et al 1982), el tipo de 

dieta (Dehority y Orpin 1997, Weimer et al 1999, Giri et al 2005), las 

poblaciones de microorganismos en rumen (Hobson y Stewart 1997), la 

especie animal (Van Lier y Regueiro 2008, Fraga et al 2012, Saro et al 2012) y 

la técnica para la obtención del LR (Martin et al 2005). 

Tabla 5.4. Valores de la actividad de GGT (µKtal/L) en tejidos y fluidos 

corporales de rumiantes. 

Especie Fluido / tejido Manejo / Modelo animal n GGT* Autores 

Ovina 

LR 
Hembras Canuladas                  

Forraje: concentrado (70:30) 

8 
1,10 

Faixova y faix 2002 
LR In vitro + Mg 1,50 

LR In vitro + Mg 6 1,43 Faixova et al 2006 

Ovina suero 
Machos y hembras edades 

diferentes 
84 0,38 Malherbe et al 1977 

Bovina suero Promedio de 25 estudios >2800 0,24 Braun et al 1983 

Bovina suero Machos Adultos holstein 65 0,26 Frahm et al  1978 

Bovina sangre Machos Adultos Frison 111 0,18 Unglaub et al 

 

 

Bovina 

suero  

 

Machos Adultos Frison 10 

0,31 

Rico et al 1977 
rumen 0,012 

omaso 0,002 

abomaso 0,003 

riñón 1,00 Rico et al 1977 

Bovina LR In vitro Hembras Holstein adultas 

canuladas        100% 

Forraje (kikuyo) 

 
0,28 

Cuervo 2011 

Bovina LR In vitro + Mg 4 0,40 

Bovina LR In Rumen 
 

0,12 

Bovina 
LR In Rumen + 

Mg  
0,46 

Bovina LR In vivo 
Hembras Holstein adultas 

canuladas. Forraje: 

concentrado (96:4) 

(Estrella) 

 
0,24 

Cuervo 2012 Bovina LR In vivo +Mg 4 0,49 

LR= Liquido ruminal  *µKtal/L 

La interacción entre el tratamiento experimental y los tiempos de muestreo  

evidenció que la GGT del T1 en el día 0 fue significativamente menor a las 

demás actividades en el mismo tratamiento a lo largo del periodo experimental 

(p<0,006). Sin embargo, todos los tratamientos iniciaron el estudio con 

actividades enzimáticas similares. A partir del segundo muestreo, el LR del T1 

mostró un aumento importante y estadísticamente significativo en la actividad 
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GGT con respecto al LR control (T0) y el T2  (Ver Grafica 5.1). Estas 

observaciones indican que no solamente esta enzima es detectable en el 

líquido ruminal (Faixová y Faix 2002) sino que, además, responde a la adición 

de iones de Mg de manera notable bajo condiciones in vivo. De hecho,  

algunos autores han evaluado la actividad de esta enzima en cultivos de 

bacterias anaeróbicas tales como Proteus mirabilis (Nakayama et al, 1984), 

Helicobacter pylori (McGovern et al 2001) y en Saccharomyces cerevisiae 

(Braga et al 2009). 

El incremento significativo de la GGT ruminal con suplementación con 150 g 

MgCl2, se observó hasta el día 14 cuando se estabilizó ya que no se observó 

un incremento adicional al día 21. Esto es bien importante ya que estaría 

sugiriendo que las poblaciones microbianas requieren de un periodo 

relativamente largo antes de estabilizar la respuesta a la adición de este tipo de 

sales. Los resultados obtenidos en este experimento varían con respecto a los 

estudios de infusión de MgCl2 via canula ruminal, teniendo en cuenta que en el 

presente experimento se utilizaron cantidades superiores de sal (53g Vs 150g). 

Adicionalmente la toma de las muestras se realizó 12 horas después de la 

última suplementación de Mg, razón por la cual la medición inicial de la 

actividad de GGT no difirió entre tratamientos. De igual forma, los resultados 

del presente trabajo indican que la suplementación diaria de MgCl2 puede 

generar un efecto acumulativo en el pool ruminal de Mg lo cual se evidencia por 

la actividad creciente de GGT en LR.  

En principio, no hay elementos suficientes para explicar satisfactoriamente este 

comportamiento diferente a una posible adaptación de la poblaciones 

microbianas a los efectos tanto químicos (cambios en el pH y fuerza iónica), 

físicos (presión osmótica) como metabólicos generados por el MgCl2 

adicionado al rumen de estos animales. Esto se debe a que no existen reportes 

en los que se haya realizado un seguimiento a la respuesta de la GGT ruminal 

frente a la suplementación de alguna fuente inorgánica de Mg. Faixová et al 

(2006) midieron la actividad de esta enzima en el LR de ovejas que habían 

tenido 40 días de adaptación a la dieta experimental. En este trabajo, dicho 

periodo fue menor, pero se evaluó durante cuatro periodos de siete días. 
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Desde el punto de vista práctico, estos resultados se constituyen en un 

precedente que sugiere que dependiendo del tipo de variable, la respuesta a 

cambios en las fuentes y/o cantidades de minerales que se utilizan en la 

suplementación de rumiantes, esta puede tardar algunas semanas. No 

obstante esto, es importante tener en cuenta que la respuesta en la actividad 

de la GGT a la suplementación con MgCl2 es muy rápida ya que tanto los 

trabajos de Faixová et al (2006) y los de Cuervo y correa (2011b) In rumen 

indicaron una respuesta positiva luego de una hora de adición de esta sal. 

Grafica 5.1. Interacción entre la suplementación y el día de medición sobre la 

actividad de la GGT. 

 

 

La respuesta en la actividad de la enzima ante la adición de 300 g/d de MgCl2, 

estaría sugiriendo  que no existe una relación directa y constante entre la 

actividad de esta enzima y la cantidad de Mg disponible en el medio, o que 

cantidades excesivas del mineral en el medio ruminal pueden inhibir su acción. 

Estos resultados concuerdan con los reportados por Faixová et al (2006) que al 

realizar adición de Mg en altas concentraciones (20 x 10-3 mol/L) a LR de 

ovejas se observó una disminución en la actividad de GGT.  
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En teoría, el bajo contenido de K (1,41%) en el forraje consumido por los 

animales, permitiría una absorción de Mg a través de la pared ruminal de 

aproximadamente 28% (Adediji y Suttle, 1999). De esta forma el Mg dietario y 

suplementario habría quedado  disponible en el medio ruminal.  

Al realizar las estimaciones del volumen ruminal (46,35 L) (Johnson et al 1988, 

Scandolo et al 2007) y de la concentración de Mg en el rumen (4,6 x 10-3 mol/L) 

(Jittakhot et al 2004, Schonewille 1999, Schonewille et al 2007) se puede 

esperar que la cantidad de Mg que se haya disuelto en el LR, habría 

aumentado entre 6 (T1) y 12 (T2) veces la concentración normal de Mg en el 

rumen.  

El aumento en la actividad de la GGT en el LR sin centrifugar puede indicar que 

esta enzima es sintetizada por los microorganismos presentes  en el líquido 

ruminal. Este fenómeno ha sido reportado por Fraga et al (2013) que observó 

un mayor recuento de bacterias anaeróbicas en fluido ruminal que en contenido 

ruminal, específicamente en bacterias celulolíticas. Con respecto a la actividad 

enzimática de las poblaciones presentes en el fluido, la información es confusa. 

Tsubota y Hoshino (1969) concluyeron que, en ovejas, la fracción rica en 

bacterias presentaba una menor actividad de aminotransferasas (GDH), 

mientras que Bhatia et al (1980) observaron menor actividad de transaminasas 

en la fracción de protozoarios de la fase liquida del rumen.  

El estudio de la actividad enzimática de cultivos aislados de bacterias ruminales 

requiere tratamientos físicos drásticos y utilización de soluciones bufferizantes 

como lo reportaron Chalupa et al (1969) y Baldwin y Palmquist (1964) quienes 

obtuvieron aislados de bacterias a partir de LR fresco de oveja, luego de dos 

procesos de centrifugación (320xg por 5 minutos y 2900xg por 30 minutos), 

suspensiones consecutivas en fosfatos y tratamientos de ultrasonido. En el 

presente el LR recolectado no fue sometido a ninguno de estos tratamientos  

por lo que se puede inferir que dicho LR poseía tanto poblaciones bacterianas 

como de protozoarios.  
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5.5.3. Nitrógeno ureico en sangre (NUS) 

Luego de eliminar dos datos extremos del T2 (que excedían el promedio y una 

desviación estándar), se encontró efecto de la interacción entre la cantidad de 

MgCl2 adicionada y el periodo de medición  (p<0,03) (Ver grafica 5.2). El 

promedio general de NUS fue de 11,42mg/dL y el de cada uno de los 

tratamientos experimentales fue de 12,6 mg/dL (T0), 9,13 mg/dL (T1), 12,54 

mg/dL (T2).  

El nivel de NUS observado en los tratamientos experimentales fue superior al 

reportado por pardo et al (2008) (5,9 mg/dL) y Preston et al (1964) (7,8 mg/dL), 

pero inferior al observado por Leibholz (1969), (31mg/dL) y similar al observado 

por Vallimont et al (2001) (10 mg/dL), Kanjanapruthipong et al (2010)  

(9,55mg/dL) y Doepel et al (2002) (11,5mg/dL) al trabajar con vacas preparto.  

Grafica 5.2. Interacción entre la suplementación y el día de medición sobre el 

nivel de NUS.  

 

Se observó una disminución continua y significativa en el nivel de NUS 

proveniente de las vacas del T1 a medida que avanzó el periodo experimental, 

mientras que las los valores del metabolito para las muestras del T0 y T2 no 

mostraron diferencias significativas en ninguno de los tiempo de medición, 
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incluso en la última medición en donde a pesar de observarse una leve 

disminución el nivel del metabolito en el T2, no se evidenciaron diferencias 

(p=0,08).   

El promedio general de NUS mostró una ligera tendencia a disminuir (r2=0,22) 

a lo largo del periodo experimental (Grafica 5.3). En el grupo control el 

metabolito fue constante (12,3±0,2 – 12,7±0,3mg/dL), mientras que el T2 

(12,9±0,2 – 10,7±1,2mg/dL) presentó una disminución significativa hacia el final 

del experimento (p<0,05). Exceptuando la primera medición, el nivel de NUS 

del T1 determinado en los demás días experimentales fue significativamente 

inferior a los niveles de T0 y T2.  

A pesar que los animales del T1 iniciaron el experimento con un menor nivel de 

NUS que el T0 y el T2 (8,09 Vs 11,54 y 12,16 mg/dL respectivamente), la 

prueba de medias (Tukey) para los días de muestreo, reveló que no existieron 

diferencias significativas (p 0,9) entre tratamientos en el día 0.  

Grafica 5.3. Regresión entre BUN y el Día de medición del periodo 

experimental.   

 

 

El comportamiento del NUS en las muestras del T1, coincide con un aumento 

altamente significativo (p<0,0001) observado en la actividad ruminal de GGT en 

el mismo tratamiento. (Grafica 5.1) y de igual el nivel de NUS disminuyó 

significativamente hasta al día 14 para luego mantenerse hasta el día 21. Estas 

correspondencias, pueden indicar el efecto de la enzima sobre el metabolismo 
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nitrogenado en rumiantes. Wallace y McKain (1996) al igual que Faixová y Faix 

(2002) reportan el efecto estimulatorio de iones divalentes (Mn, Co) sobre 

enzimas relacionadas con el metabolismo ruminal (aminotransferasas). La 

relación entre la actividad enzimática de transaminasas y minerales, es 

confirmada por Spears y hatfield (1978) que observaron disminución en ureasa 

al adicionar Zn y Cd (iones divalentes) a líquido ruminal. Se ha comprobado 

que el aumento en la actividad de aminotransferasas (GDH, GGT, ALT, AST) 

está estrechamente relacionado con una disminución en la producción de 

amonio ruminal (Pardo et al 2008, Hojman et al 2004, Wattiaux et al 2005) y por 

tanto de NUS (Preston et al 1964, Butler et al 1996, Broderick y Murray 1997, 

Jonker et al 2002).  

La mayoría de investigaciones que determinan NUS en ganado lechero 

trabajan con un nivel de EM y PC en la dieta superior al del presente 

experimento. Hammond (1994) relaciona los excesos de PC con aumento en el 

nivel de NUS, mientras que Greaney et al (1996) atribuyen este resultado a 

desbalances en la relación PC: EM (Gustafsson y Palmquist 1993, Pardo et al 

2008). Preston et al (1964) observaron bajos niveles de NUS en dietas con 

altos niveles de energía (1,43Mcal/Kg ENl), lo mismo que Hojman et al (1997, 

2004) quienes concluyen que niveles crecientes de EM en  la dieta aumentan 

procesos anabólicos en la flora ruminal, disminuyendo la perdida de N desde el 

rumen. Es posible que el bajo contenido de EM la dieta experimental pudiera 

afectar el nivel de NUS. Además, teniendo en cuenta que en el presente 

trabajo, el contenido de EM y PC fue idéntico en las tres dietas experimentales,  

es posible inferir que la relación entre la disminución en NUS observada en el 

T1 con la adición de MgCl2 se pueda deber a otros factores adicionales al nivel 

de EM y de PC como la adición de minerales a la dieta (específicamente el 

Mg), gracias a su papel como cofactores y al consumo de materia seca, que 

aunque no fue medido en el presente estudio, influye en el metabolismo 

ruminal gracias a que él mismo modula la cantidad de EM, PC y minerales que 

llegan al rumen.  
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5.5.4. Relación entre la actividad ruminal de GGT y de NUS. 

Al contrario de lo observado con la adición de 150 de MgCl2, al aumentar la 

dosis de la sal, el nivel de NUS presentó un comportamiento similar al del T0. 

Este fenómeno se corresponde con lo observado para la actividad de GGT 

donde en el T1 se generó un aumento en la actividad de esta enzima, mientras 

que el T2 no generaron cambios en dicha actividad con respecto al grupo 

control. Esta coincidencia  indica que existe una relación entre el NUS y la 

actividad de GGT en rumen. Este efecto cuadrático puede estar relacionado 

con un mecanismo de saturación o incluso de intoxicación en el LR, donde los 

altos niveles de MgCl2 adicionado (300g/d) podrían haber alterado de tal forma 

la concentración de Mg en la fase liquida del rumen, que la fuerza iónica de la 

sal cambió alterando su nivel de disociación (Hofmeister 1888, Skoog y Vest 

2002, Willey  2004) lo que pudo evitar la disponibilidad del el ion divalente (Mg) 

para acoplarse a la reacción mediada por la GGT evitando que su actividad 

aumentara.  

La estratégica ubicación de la enzima GGT a nivel intracelular, inter-membranal 

y extracelular al mismo tiempo ((Taniguchi e ikeda 1998) así como la reacción 

que cataliza (Figura 5.3). permite presumir que la adición de MgCl2 y el 

consecuente aumento en su actividad, haya generado un aumento en la 

disponibilidad de precursores para la formación de glutamato al interior de las 

bacterias ruminales (Whitfield 2001). En este sentido, el mayor mecanismo de 

formación de aminoácidos bacterianos a partir de NNP  es la fijación del 

amonio a moléculas de glutamato por acción de la GDH intracelular (Allison 

1969, McLaren 1964, Satter y Slyter 1974, Pan et al 2003) que también es 

potenciada por la adición de Mg al medio ruminal ((Faixová y Faix 2002, 

Faixová et al 2006).  

El ingreso de amonio a los microorganismos ruminales no es un factor limitante 

en la formación de aminoácidos bacterianos (Pabon 2004), por tanto el 

elemento limitante para dicha síntesis puede ser la disponibilidad intracelular de 

glutamato, la cual es estimulada por la acción de la GGT. De tal manera que 

este es el punto central en donde las bacterias utilizan moléculas de amonio 

para procesos de anabolismo de aminoácidos (ayudados por la actividad de la 
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GGT), disminuyendo su salida del rumen y evitando, por tanto, que dichas 

moléculas puedan ser convertidas en urea a nivel hepático, lo que aumentaría 

el nivel de NUS.  Van der walt (1993) y Reynolds (1995) concluyeron que todo 

el amonio producido en el rumen es convertido a urea en el hígado, de tal 

forma  que, tal como se vio en este experimento, es posible que en el rumen de 

los animales experimentales del T1 una mayor cantidad de amonio haya sido 

fijada, evitando tanto su salida del rumen como su posterior conversión a urea. 

Adicionalmente, algunos autores (Lewis 1957, Huntington 1980, Hammond 

1983, 1994, Hof et al 1997 y Schepers y Meijer  1988) han establecido 

relaciones directas y positivas entre la cantidad de  amonio ruminal (AR) 

producida y exportada desde el rumen y el nivel de NUS. El nivel de NUS en el 

T1 se mostró cambiante a lo largo del experimento, disminuyendo 

significativamente (p<0,007) hacia el final del periodo experimental, este 

comportamiento puede ser reflejo del efecto acumulativo de la suplementación 

de Mg sobre el nivel de AR y con ello de NUS.  

 

5.6. Conclusiones. 

Teniendo en cuenta las condiciones experimentales bajo las cuales se llevó a 

cabo el presente experimento, se concluye que la técnica oro-ruminal permite 

la obtención de LR de buena calidad sin precisar de la intervención quirúrgica 

de animales experimentales. El MgCl2 muestra limitaciones al ser adicionado a 

la dieta solida por su carácter higroscópico y su efecto astringente sobre el 

animal. La actividad ruminal in vivo de GGT se asemejó a la determinada 

previamente a nivel In vitro e In rumen.  La actividad de esta enzima en bovinos 

sigue siendo inferior a la reportada en ovinos, explicado posiblemente por las 

variaciones en poblaciones bacterianas y sobre todo con el aporte de CNE en 

la dieta, lo que cambia el pH ruminal.  

Se observó un aumento significativo de la actividad ruminal de GGT al 

suplementar 150 g/d de MgCl2. Este efecto disminuyó notablemente al 

aumentar la dosis adicionada, coincidiendo con efectos previamente 

reportados. El aumento en la actividad de la GGT del T1, coincidió con una 
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disminución altamente significativa en el NUS del mismo tratamiento, 

evidenciando la relación de esta enzima con el balance de nitrógeno en 

rumiantes. Dada la disminución en NUS observada en el experimento y la 

ubicación celular de la GGT reportada en la literatura, se postula que su 

principal acción en el metabolismo nitrogenado es la de aumentar los sustratos 

carbonados al interior de las bacterias ruminales. Este aumento puede ampliar 

la fijación de amonio en estos microorganismos, de tal forma que el cambio en 

la fijación pudo disminuir los niveles de NUS, al menos en el T1. 

Además de estar influenciado por el nivel de PC y por la relación de PC: EM, se 

concluye que el nivel de NUS al menos en el último tercio de gestación de 

vacas Holstein, este metabolito puede ser alterado por la adición de Mg.  

El efecto cuadrático observado en el comportamiento de la actividad ruminal de 

la GGT y el NUS luego de la adición de dosis crecientes de MgCl2 puede estar 

relacionado con un proceso de saturación de la fase liquida del rumen, en 

donde cantidades excesivas de la sal (300 g/d) adicionadas a la dieta, alteraron 

la concentración de Mg y consecuentemente la fuerza iónica del enlace Mg +2 –

Cl-1 lo que altero su disociación y con ello su acción al potenciar la GGT y el 

nivel de Urea en sangre.  

5.7. Recomendaciones. 

Ante la ausencia de valores comparables se recomienda realizar la 

determinación de NUS durante todo el periodo de transición (pre y post-parto). 

De igual forma se debe complementar los hallazgos del presente estudio con la 

medición de AR y N en heces y orina así como los niveles de alantoina como 

indicador de síntesis microbiana en rumen, para poder analizar el efecto global 

del Mg sobre el metabolismo nitrogenado en rumiantes.  

Debido a la naturaleza del suplemento resultaría interesante comparar el efecto 

de la adición del mineral en la dieta seca o en el agua de bebida. De igual 

forma lo más recomendable es que la suplementación de Mg continúe en el 

posparto, teniendo en cuenta el aumento en el aporte de CNE, energía y PC de 

la dieta.  
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Para efectos de practicidad y bienestar animal, se recomienda realizar un 

estudio comparativo entre la técnica utilizada en el presente experimento y la 

punción ruminal para la obtención de LR.  
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ANEXOS 

Muestras de particula para la determinación del tamaño de partícula de las 

fuentes minerales utilizadas en el experimento, medidas sobre papel 

milimetrado con divisiones de 1mm (1000µm) 

 

2.6.1 Tamaño de Partícula MgO 

 

 

 

 

 

 

 



215 
 

2.6.2 Tamaño de partícula MgCO3 

 

2.6.3 Tamaño de partícula MgSO4 

 

11 
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2.6.4 Tamaño de partícula MgCl2 

 


