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Formacion de aminas bidoxenas
en ensilados de raigras

Neste estudo cofiecemos que son as denominadas aminas biéxenas e
descubrimos o porqué da stia presenza e cales son os principais efectos
nas vacas e, por tanto, na alimentacion humana.
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QUE SON AS AMINAS BIOXENAS?

s problemas dunha mala fer-
Omentacién nos ensilados de

raigrds asdcianse sobre todo
ao efecto proteolitico dos clostridios,
que degradan os aminoacidos a ami-
nas biéxenas, dcido gamma-amino-
butirico (GABA), amoniaco (NH,) e
acedo isobutirico ou n-butirico (4ci-
do butirico).

Tanto amoniaco como acido butiri-
co producense durante a degradacion
dos aminoacidos mediante a desami-
nacién (eliminacién do grupo amino),
mentres que as aminas bidxenas se
forman pola descarboxilacion, é dicir,
libérase un grupo carboxilo (COOH).
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Estas aminas son compostos ni-
troxenados e denominanse ‘bidxe-
nas’ porque se producen pola accion
de organismos vivos (por encimas
microbianos); realmente as aminas
bi6xenas tamén se xeran pola ac-
ciéon de enterobacterias e bacterias
acido lacticas (BAL), ainda que o
efecto dos clostridios proteoliticos é
0 que maior incidencia ten nos niveis
de aminas do ensilado. A stia presen-
za indica que o N amoniacal é produ-
cido por unha protedlise bacteriana
debido a unha mala fermentacién e
non por unha protedlise encimatica
no acondicionado ou presecado, ¢ di-
cir, ¢ unha forma de diferenciar se o

\);_

N amoniacal foi produto dun exceso
de secado ou ben dun problema de
mala fermentacion.



)

» A SUA PRESENZA INDICA QUE
O N AMONIACAL E PRODUCIDO
POR UNHA PROTEOLISE
BACTERIANA DEBIDO A

UNHA MALA FERMENTACION

E NON POR UNHA

PROTEOLISE ENCIMATICA

NO ACONDICIONADO OU
PRESECADO

Figura 1. Molécula de putrescina (diamina)
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Tabla 1. Limites de aminas bidxenas en ensilados (LKS, 2012)

Concentracion aminas* Comentarios

Niveis aceptables, ainda que se describiron algtns efectos negativos con
=Sio/ki M5 561 g/kg MS ou 2 g/kg MS,
Niveis altos. Indica degradacién de aminodcidos por microorganismos,
De 5a 15 g/kg MS con influencia negativa sobre a inxestién, producion de leite e
problemas de satide.
>15 glkg MS Niveis moi altgs, con mﬂuenc[a moi negativa en mxesthr), producién e
satide. Non deberfa usarse o ensilado na racién.

*Suma de putrescina + cadaverina + histamina + feniletilamina + triptamina + tiramina

EFECTOS DAS AMINAS BIOXENAS NAS
VACAS

As principais aminas biéxenas no ensi-
lado de raigras son a putrescina, a ca-
daverina, a histamina, a feniletilamina,
a triptamina e a tiramina. A suma de

todas estas debe ser inferior a 5 g/kg
MS en calquera tipo de silo, segundo as
recomendacions do LKS de Alemana
(Hoffman, 2012) [tdboa 11.

As aminas bi6xenas tefien efectos
negativos na satude das vacas e na »
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Taboa 2. Contido de aminas bidoxenas (BA) en silos de raigras (n=99)

En g/kg MS Putrescina Cadaverina Histamina Feniletilamina Triptamina Tiramina Total BA
Media 1,30 0,32 0,78 0,02 0,20 0,24 2,86
it 161 0,50 0,49 0,05 036 0,69 324
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Méximo 10,40 3,08 2,55 0,28 2,32 4,04 20,70
Richardt, 2011

fertilidade. Segundo estudos de Ul-
brich (2004) e de Hoffmann (2005),
os principais son o efecto vasoacti-
vo (pola tiramina, triptamina e fe-
niletilamina), que provoca desordes
no fluxo de sangue aos capilares, o
que se asocia a problemas podais
(laminite); a destrucién de mucosa
dixestiva (afectando a rume e in-
testino) e de mucosa dos drganos
xenitais, que se asocia a problemas
dixestivos e a problemas de fertili-
dade; o efecto inmunosupresor (so-
bre todo, polo efecto da histamina)
e o aumento da presién sanguinea.

Diversas publicaciéons (Lingaas,
1992; Krizsan, 2007) recompilan
traballos sobre a reducién da inxes-
tién segundo distintos niveis de ami-
nas no ensilado cunha clara correla-
cién positiva entre a dose e o efecto
(ex. con 16 g aminas bi6xenas/kg MS
redicese un 26 % a inxestion e con
7 g aminas biéxenas/kg MS reduce-
se un 7 % a inxesta). A mdis aminas,
mais efecto na reducion de inxestion.

Existen outros estudos sobre a in-
fluencia das aminas e do amoniaco
na inxestion onde non se observa-
ron efectos (M. Van Os, 1994), pero
chegouse 4 conclusion de que o tipo
de aminas e a cantidade si son im-
portantes para este efecto sobre
a inxestion. Nestas investigacions
usaronse mesturas de cadaverina,
histamina, putrescina e tiramina,
engadidas aos niveis xa presentes
no silo, e nas conclusions incidese
na relacion entre efectos e cantida-
de de aminas.

En canto aos seus efectos negati-
vos, hai que considerar que as ami-
nas, ademais de poder ser inxeri-
das a través dos alimentos, tamén
poden producirse no animal, por
exemplo no rume cando hai un
problema de acidose (Aschenbach,
2000). A baixas concentracions te-
fien un papel importante no desen-
volvemento de funciéns metabdlicas
e fisiol6xicas, pero a altas concen-
traciéns poden ter efectos negati-
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vos. Por iso en alimentacién huma-
na a Uniéon Europea xa estableceu
uns limites mdximos de contido nos
alimentos, que para a histamina é
de 100 mg/kg.

0 Regulamento (CE) n.° 2073/2005
da Comision, do 15 de novembro de
2005, relativo aos criterios micro-
biol6xicos aplicables aos produtos
alimenticios, establece os criterios
microbioléxicos para determinados
microorganismos e as normas de
aplicacion que deben cumprir os ex-
plotadores de empresas alimentarias
ao aplicar as medidas de hixiene xe-
rais e especificas recollidas no artigo
4 do Regulamento (CE) n.° 852/2004.
En particular, establece criterios de
seguridade alimentaria relativos 4
histamina e plans de mostraxe dos
produtos procedentes de especies de
peixes asociados a un alto contido de
histidina.

En alimentos como as carnes e o0s
peixes, a presenza de aminas rela-
cibnase coa deterioracion micro-
biana e é un indicador da frescura
do alimento; no queixo as aminas
débense a un mal estado hixiéni-
co e & actividade non desexada de
bacterias durante o proceso de ma-
duracién. A principal intoxicacién
alimentaria en persoas é por hista-
mina asociada a reaccions alérxicas
(“intoxicacion histaminica”), dando
problemas gastrointestinais, neuro-
l6xicos, circulatorios, cutdneos etc.

Outro efecto das aminas é o mal
cheiro do ensilado, que en presen-
za de cadaverina e putrescina chei-
rard a rancio e putrido, moi desa-
gradable.

INTERPRETACION ANALITICA E
CORRELACIONS COS NIVEIS DE AMINAS
BIOXENAS

Nun estudo do LKS (W. Richardyt,
2011) onde se analizaron 99 ensila-
dos de raigrds, atoparonse contidos
de 2,86 g aminas bioxenas/kg MS de
media, con valores maximos de ata
20,7 g/kg MS. Analizaronse niveis »

» ASUMA DE TODAS ESTAS DEBE
SERINFERIORA 5 G/KG MS EN
CALQUERATIPO DE SILO
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Taboa 3. Correlacion entre contido de aminas bioxenas (g/kg MS) e parametros nutricionais
MS (g/kg MS) Cinzas (g/kg MS) PB (g/kg MS) Proteina verdadeira (g/kg MS) UDP5 (% PB) B3 Total BA

Aminas totais 0,64 0,11 0,03 0,32 0,37 0,20 0,49
(BA)
Valor P <0,05 n.s n.s <0,05 <0,05 ns. <0,05

Figura 2. Relacion entre calidade da fermentacion e aminas bidxenas en raigrés
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DLG, 2006

para as 6 aminas que se consideran
no total de aminas biéxenas dun en-
silado (BA).

Tamén se realizaron estudos sobre
a correlacion de aminas bidxenas
con outros nutrientes do silo e coa
MS. Asi, hai unha correlacién nega-
tiva coa MS, é dicir, canto maior é a
MS menos aminas se forman porque
menos actividade de clostridio habe-
ra no silo. Os ensilados moi humi-
dos tefien madis risco de actividade
de clostridios e, en consecuencia, é
onde madis aminas biéxenas se for-
maran. Cabe comentar que a presen-
za de clostridios non sempre implica
unha producién de aminas, xa que
hai clostridios sacaroliticos que po-
den producir butirico sen producir
amoniaco nin aminas biéxenas.

O contido en proteina da forraxe
e o seu fraccionado (segundo CN-
CPS) non é vdlido para predicir o
contido en aminas bi6xenas, xa que
nos ensilados mal fermentados (con
niveis altos de butirico e acético)
hai contidos madis altos de amonia-
co e da fraccion proteica C (protei-
na indixestible que pode formarse
por complexos de aminodcidos +
azucres) e, en cambio, a proteina
soluble (fraccion A) que inclie os
aminodcidos pode ser mais baixa.
O substrato para a formacién das
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aminas serian os aminodcidos da
fraccion soluble (A), pero un nivel
baixo pode ser, como xa indicamos,
por efecto da mala fermentacion.

Existe unha correlacién moi cla-
ra entre o contido de acido butirico,
amoniaco e a calidade da fermen-
tacion do ensilado (DLG, 2006) cos
niveis de aminas. Canto peor é a ca-
lidade da fermentacion, maior sera
o contido total de aminas.

Durante a degradaciéon de ami-
nodcidos por microorganismos pro-
teoliticos (clostridios), prodicense,
xunto ao butirico e o amoniaco,
as aminas bidéxenas. As aminas
féormanse maioritariamente pola
accion dos clostridios, ainda que
deben considerarse todas as vias
metabolicas na sta formacion. Se se
fai unha correlacién entre o contido
en aminas e distintos pardmetros do
fermentativo, obsérvase claramente
que a mais butirico, mais acético,
mais etanol, mais amoniaco e peor
calidade da fermentacién, é dicir,
mais niveis de aminas (tdboa 4). »

» CANTO PEOR E A CALIDADE
DA FERMENTACION, MAIOR
SERA O CONTIDO TOTAL DE

AMINAS BIOXENAS
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Taboa 4. Correlacion entre contido en aminas (g/kg MS) e pardmetros do fermentati-
vo (valores en % MS)

Lactico Acético Butirico Etanol NH, (%N) pH Calidade de
fermentacién
Gl 0,02 0,61 080 | 030 | 067 0,41 0,80
biéxenas
Valor P n.s. <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

W. Richardt, 2011

Figura 3. Estudo sobre o efecto de aditivos de ensilaxe a base de nitrito sédico (N)
respecto dun control no total de aminas biéxenas (g/kg MS) en ensilados de alfalfa
e de herba (suma de putrescina, cadaverina, histamina, feniletilamina e tiramina)

4

16
m Control W N+H
14
12
10
P<0,001
8

a
6
4

b b b
| O
0 J

N+S m N+B a

P<0,001

Alfalfa
Nadeau, 2016

CONTROL DA FORMACION DE AMINAS
MEDIANTE O USO DE ADITIVOS DE
ENSILAXE

0 uso de aditivos de ensilado que fa-
vorezan a fermentacion lactica e, so-
bre todo, que inhiban os clostridios
e as suas esporas é o mellor sistema
de control dos niveis de aminas no
ensilado. Unha vez formadas, xa non
hai ningtn tratamento eficaz (son
termoestables e moi resistentes) e,
ademais dos seus efectos negativos
directos sobre a saude e producion
das vacas, poden combinarse con
outros compostos nitroxenados e
formarse nitrosaminas, que son po-
tencialmente cancerixenas.

A recomendacion é usar sempre un
aditivo de ensilaxe as doses adecua-
das en funcién da MS e a fermentabi-
lidade da forraxe para evitar a forma-
cién de aminas biéxenas inhibindo os
clostridios proteoliticos. A mellor so-
luciéon para eliminar clostridios seria
combinar nitrito sodico (o tnico aditi-
vo de ensilaxe eficaz e rexistrado para
eliminar clostridios e esporas segundo
DLG), hexamina e benzoato sédico,
que, combinados, potencian o efecto
bactericida sobre enterobacterias e
clostridios, ademais de favorecer a fer-
mentacion lactica e a baixada de pH.
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Herba

No desenvolvemento das probas
de E. Nadeau (Efectos de distintos
aditivos con nitrito sodico nas perdas
de materia seca, a fermentacion e a
formacion de aminas bidxenas en si-
los de herba e alfalfa, 2016) fixéronse
comparativas de distintas combina-
cions de nitrito sédico con hexami-
na (N+H), nitrito sédico con sorbato
de potasio e formico (N+S) e nitrito
sédico con benzoato sédico (N+B), e
observouse un efecto na mellora da
fermentacion e na reduciéon das ami-
nas biéxenas e tamén se observaron
as correlacions entre aminas, butirico
e amoniaco (figuras 4 e 5). O estudo
conclde que o nitrito sédico é efectivo
para o control dos clostridios e para
reducir os niveis de aminas biéxenas
en ensilados de herbas ou de alfalfa,
e a combinacion de nitrito sédico con
hexamina (hexametilenetetramina)
pode tamén substituirse por unha
combinacion de nitrito sédico con
sorbato de potasio e formiato, acido
férmico ou benzoato sédico.

También se observou a mesma co-
rrelacién para os ensilados de alfalfa
entre o aumento de aminas biéxenas
e o aumento dos niveis de acido buti-
rico no silo (figura 6). »
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Ademais de facer as analiticas
nutricionais convencionais, é moi
recomendable levar a cabo algin
tipo de analitica do fermentativo e
valorar, sobre todo, os dcidos car-
boxilicos da fermentacion (lactico,
acético e butirico), para, segundo
os valores que se atopen, realizar
unha analitica mdis especifica de
aminas biéxenas e cuantificar o
seu contido total.

Nunha granxa de vacun de leite
do norte de Espafa con problemas
produtivos os niveis analizados
de aminas biéxenas (ver figura 3)
foron de 2,20 g/kg MS cos niveis
mais altos para a putrescina e a ti-
ramina. Os problemas que tifian de
mamites, baixa producién e baixo
consumo as6cianse claramente as
aminas, ainda que os niveis estan
por baixo dos 5 g/kg MS de refe-
rencia, polo que se pode conside-
rar de novo que non sé hai que ter
en conta o valor total de aminas
senén a porcentaxe de cada unha
delas e a sensibilidade dos ani-
mais para que os efectos sexan
mais ou menos importantes. Re-
sulta interesante referenciar o nivel
de acido gamma -aminobutirico
(4,03 g/kg MS), un aminoacido non
proteico que adoita clasificarse ta-
mén como unha amina e hai auto-
res que o suman a estas, de modo
que se poderia sumar ao valor de
aminas para ter un global de ami-
nas + GABA, que neste caso si é
alto (6,23 g/kg MS).

Adicionalmente pédense esta-
blecer pautas de manexo para
reducir o risco de actividade de
clostridios (manexo da materia
seca, altura de corte, reducir con-
taminacién por terra, manexo do
xurro, picado, compactaciéon etc.)
no silo. Outro do aspectos a con-
siderar é a continuidade de efec-
tos dos clostridios na calidade do
leite e os derivados lacteos como
0 queixo, onde un reconto alto de
esporas butiricas pode provocar
problemas tecnol6xicos e tamén
sanitarios, xa que estes poden pro-
ducir aminas bi6xenas durante a
fermentacion e maduracion dos
queixos cos riscos posteriores aso-
ciados ao seu consumo.
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Figura 4. Correlacion en silo de herba en-
tre aminas e porcentaxe de acido butirico
r
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Figura 5. Correlacion entre niveis de aminas e
porcentaxe de amoniaco ensilo de herba
r
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Figura 6. Correlacién en ensilado de alfalfa
entre a minas biéxenas e acido butirico
r
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» NO QUEIXO AS AMINAS
DEBENSE A UN MAL ESTADO
HIXIENICO E A ACTIVIDADE
NON DESEXADA DE BACTERIAS
DURANTE O PROCESO DE
MADURACION
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» EN ALIMENTACION HUMANA Taboa 5. Exemplo da analitica do fermentativo no LKS con valoracién de aminas

A UE XA ESTABLECEU UNS biéxenas en silo de herba
LIMITES MAXIMOS DE CONTIDO Resultados da analitica Unidade  Penso PB(g/kg Proteina
NOS ALIMENTOS, QUE PARA A Ms) verdadeira
HISTAMINA E DE 100 MG/KG (g/kg MS)
Materia seca g 262 1000 280-350
Cinza cria g 44 167 <100
Proteina crua (PC) g 28 109 130-180
Proteina criia (PC) + NH® + N* g 40 154
Fibra crda g 85 323 220-280
Extracto de etanol g 7 28 25-40
AGRADECEMENTOS Azucre por debaixo do limite de deteccién 50-120
Recompilouse gran parte da infor- HFT (proba de producion de gas in vitro) MI/200 mg 8,5 32,3
macion do artigo a partir de docu- Fibra neutro deterxente (aNDFom) g 131 499
IElKe ;1 tggl(jﬁe;le;él;z d(i)o tél(?rll)i(():l(')ai/%t)llo Fibra acido deterxente (ADFom) g 84 319
fram Richardt. m Aminas bidxenas
Prutescina g 0,16 0,60
Cadaverina g 0,18 0,71
BIBLIOGRAFIA Histamina g 0,03 0,13
DLG: List of approved silage additives
2020 Feniletilamina g 0,01 0,06
E.Nadeau, K.Weiss, H.Auerbach: Effects . .
of different sodium nitrite containing addi- Triptamina g <007 <028
tives on dry matter losses, fermentation Tiramina g 0,19 0,71
pattern and biogenic amine formation in - »
lucerne and grass silage. Conf.Forage Con- Total aminas biéxenas 9 0,58 2,20
serv., Slovak Republic, 2016, pp 117-118 i . . L.
International Silage Summit, Leipzig Acido gamma-amlnobutlrlco 9 1.06 4,03
2012: The future of silage preservation Valor pH 6,6 4,2-4.8
International Silage Summit, Leipzig .
2016: Future challenges in modern silage Amoniaco % de total N 27,8
prfiﬂféﬁﬁﬁ%om): il e 6f Proteina crtia pepsina-insoluble % de CP 51,8
silage quality parameters on feed intake Proteina soluble (SP) % de CP 335 55-65
Kriszan, S.J. y A.T.Randby (2006): The -
gl ol Eoncognaiion gl o 0s celli- Resultados enerxéticos Unidade | Tense | Materia | . o de referencia
tary feed intake of grass silage by growing (kg) | seca(kg)
cattle fed silage as the sole source. J.Anim. 3 .
Sci. 85, 984-996 Proteina criia utilizable (uCP) g 28 108 130-160
angﬁ;fg;ﬁ/‘ éig}géiéf%‘;g}u;%?erﬁer Balance de nitréxeno no rume (rNB) gN +1,9 +7.4 0 bis +4
in Lichtenwalde Lactacion enerxética neta (NEL) MJ/k 1.2 4,7 5,8-6,8
Van Os,M. (1994): The infl f 9
an us,M. 8 e Influence o
ammonia and amines on grass silage Enerxiametabolizable (ME) MJ/kg 2,1 8,1 9,5-11,5
intake and intake behaviour in dairy cows. . o
Elsevier/INRA (1995) 44, 73-85 Calidade de fermentacién: non serve para
alimentar (5)

Granxa de vactn de leite, Espaiia (outubro, 2020)
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