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1. RESUMEN

El proposito del presente ensayo fue estimar la sintesis de proteina microbiana ruminal
y el rendimiento microbiano en vacas lecheras a pastoreo suplementadas con dos tipos de
concentrados con diferentes fuentes de carbohidratos.

El ensayo tuvo una duracion de 63 dias, para lo cual se utilizaron 12 vacas Frisén
Negro, las que al inicio del ensayo, presentaban en promedio una produccion de leche de 33
1/dia, un peso vivo de 529 Kg y se encontraban en su segundo mes de lactancia.

El disefio estadistico fue un cuadrado latino de 3 x 3. Los factores utilizados fueron 3
tratamientos, 3 periodos (de 21 dias cada uno) y 4 cuadrados. Los tres tratamientos fueron:
solo pastoreo (TSP), pastoreo + 6 Kg diarios de fibra digestible, como coseta seca de
remolacha (TCF) y pastoreo + 6 Kg diarios de almidén, como cebada (TCA). En la tltima
semana de cada periodo del ensayo se obtuvieron de cada vaca 2 muestras de orina al dia (AM
y PM), por 2 dias seguidos. En la orina se determino las concentraciones de creatinina, acido
urico y alantoina, con el fin de calcular la excrecion de derivados de purinas, purinas
absorbidas y aporte de nitrégeno microbiano para estimar la proteina microbiana digestible.

Para los tratamientos TSP, TCF y TCA la sintesis de proteina microbiana diaria fue de
897, 964 y 1035 g, respectivamente (p > 0,05; d.e. 52,9) y la sintesis de nitrégeno microbiano
por Kg de materia seca ingerida fue de 7,4; 7,3 y 7,1 g, respectivamente (p > 0,05; d.e. 0,4).

Se concluye, que la suplementacion con dos tipos diferentes de carbohidratos en el
concentrado, no afecta la sintesis de proteina microbiana en vacas lecheras a pastoreo.

Palabras claves: Vacas, purinas, proteina metabolizable, concentrados.



2. SUMMARY

In a 3 x 3 Latin Square trial using four Squares, 12 Block Friesian cows initially
weighing 529 Kg, yielding 33 litres milk daily and in the second months lactation curve used
to determinate the microbial protein yield and efficiency of synthesis under grazing conditions
and when supplemented with two differents sources of carbohydrates. The three treatments,
were: grazing alone (TSP), grazing + 6 Kg per day of digestible fibre as sugar beet-pulp (TCF)
and grazing + 6 Kg per day of starch as barley (TCA).

Pre-and post-12:00 h in each of two consecutive days within the last seven days of
each 21 days period, urine was sampled for the determination of creatinine, uric acid and
allantoin from which daily excretion of purine derivatives, absorbed purines and microbial
nitrogen supply were calculated and the contribution of digestible microbial protein estimated.

For treatments TSP, TCF and TCA daily microbial protein synthesis were (g) 897, 964
and 1035 respectively (p > 0,05; s.d. 54,9) and microbial yields per Kg dry matter intake were
(g) 7,4; 7,3 and 7,1, respectively (p > 0,05; s.d. 0,4).

Therefore different carbohydrate sources did not affect significatly microbial protein
synthesis in grazing cows in this trial.

Key word: Cows, purine, metabolizable protein, concentrate.



3. INTRODUCCION

La Décima Region de Chile cuenta con una superficie de 1.350.000 hectareas (ha.) de
praderas, de las cuales un 90% son permanentes (Chile, 1997). La produccion anual de estas
praderas varia entre un rango de 4 toneladas de materia seca por afio para praderas no
fertilizadas, hasta 12 toneladas de materia seca por hectarea en condiciones de fertilizacion
completa (Balocchi, 1998). La superficie destinada a la lecheria fue estimada en mas de
563.000 ha. (Latrille, 1998).

Por otra parte, el VI Censo Nacional Agropecuario, determind que la Décima Region
presenta una poblacion de 380.000 vacas, lo que corresponde al 61,5% del total de vacas
lecheras del pais (Chile, 1997), mostrando asi una marcada orientacion hacia dicho rubro.

3.1. RECURSOS ALIMENTICIOS

3.1.1. La pradera y sus limitantes

En el sur de Chile, los sistemas de produccién de leche basan su alimentacion
fundamentalmente en el pastoreo directo de praderas permanentes (Balocchi y col., 2002), ya
que ¢éste es sin duda el alimento mas econdémico para los rumiantes y se debe utilizar al
maximo en las raciones (Jahn, 1996).

Estudios nacionales sefialan que en primavera la producciéon de leche en vacas
alimentadas exclusivamente a base de pastoreo de praderas permanentes es de 20 a 24,5 Kg de
leche al dia (Lanuza, 1988; Beck y Pessot, 1992). Sin embargo, la produccién de leche basada
en pastoreo presenta gran variabilidad, ya que depende del potencial productivo de los
animales y de la disponibilidad y calidad de la pradera (Holmes, 1989). La disponibilidad es
mayor en primavera (39%) y en verano (29%), seguido por un periodo interesante en otofio
(25%) y bajo en invierno (6%). Esto significa que hay épocas de alimentacion insuficientes
para los animales, lo que no permite satisfacer los requerimientos nutricionales de vacas
lecheras de alta produccion (Leaver, 1985; Holden y col., 1994).

La marcada estacionalidad en el crecimiento de las praderas obliga a realizar un
balance forrajero anual, en el cual se debe contemplar varias estrategias que permitan suplir
dicho inconveniente. En general existen dos estrategias, la primera considera el uso de
forrajes, que incluye cultivos suplementarios de verano y de invierno, y la practica de
conservacion de forrajes, ya sea como heno o ensilaje (Balocchi, 1998). Durante el periodo
invernal, se utiliza preferentemente ensilaje de praderas permanentes, principalmente de
ballica perenne (Lolium perenne) y trébol blanco (Trifolium repens), y cantidades limitadas de
heno de regular calidad. En los ultimos afios se ha incrementado el uso de praderas de alfalfa
para disminuir los problemas que genera la sequia durante el verano y también se ha
aumentado la superficie de maiz para ensilaje (Jahn, 1996).



La otra estrategia para suplir el déficit de alimentacion dado por la marcada
estacionalidad en el crecimiento de las praderas, consiste en el uso de un alimento
concentrado altamente energético (Mc Gilloway y Mayne, 1996), ya que la energia es la
primera limitante nutricional para vacas de alta producciéon mantenidas a pastoreo (Kolver y
Muller, 1998). Sin embargo, es conocido que la suplementacion energética no siempre tiene el
efecto esperado, lo cual sugiere que la energia no seria el unico factor limitante de la
produccién, sino que existirian otros factores del forraje involucrados. Estos son el nivel de
carbohidratos estructurales y no estructurales, el nivel de materia seca y la cantidad y tipo de
proteina presente. Todos éstos actuarian solos o asociados al aporte de energia (Kellaway y
Porta, 1993; Peyraud y col., 1997; Muller, 1999).

Para determinar los niveles de concentrado a utilizar, se deben considerar el precio de
la leche y el precio relativo del concentrado. Asi, en situaciones en que los precios de leche
son bajos, los sistemas de produccion basados en forrajes y bajos niveles de concentrado, son
los mas rentables para el productor, sin embargo, con mayores precios de leche se justifica
elevar los niveles de concentrado y utilizar forrajeras de mayor nivel productivo. Por otra
parte, cuando el precio relativo del concentrado es bajo, se puede utilizar mayores niveles de
concentrado para elevar los niveles productivos por vaca, permitiendo de esta manera
aumentar la carga animal, con el consiguiente incremento de la produccion de leche por
hectarea (Jahn, 1996).

La importancia de la suplementacion en épocas de escasez de praderas, radica en que
cuando las vacas se mantienen pastoreando una pradera de alta calidad y sin suplementacion,
presentan una ingesta mas baja de materia seca (19,0 vs. 23,4 Kg/dia) y una menor produccion
de leche (29,6 vs. 44,1 Kg/dia), que las vacas suplementadas. Por lo tanto, para sobrepasar el
limite maximo en produccidon que impone la pradera, se requiere la provision de un alimento
concentrado de alta concentracion energética (Mc Gilloway y Mayne, 1996).

Sin embargo, Rearte (1997), sefiala que el uso de suplemento conlleva a un efecto de
sustitucion de forraje por concentrado, por lo que la eficiencia de la suplementacion dependerd
de varios factores, tales como cantidad de alimento concentrado, cantidad de pradera ofrecida,
digestibilidad de la pradera, propiedades fisicas y quimicas del concentrado y etapa de
lactancia. La cantidad de pradera ofrecida por vaca al dia es el factor que tiene mayor efecto
en la tasa de sustitucion (Bargo y col., 2002).

Es aceptado que la tasa de sustitucion es el principal factor que contribuye en la
variacion de la producciéon de leche (Thomas y col., 1991). Bajas tasas de sustitucion,
producen mayor produccion de leche por kilogramo (Kg) de suplemento (Bargo y col., 2002).
En un estudio realizado por Kellaway y Porta (1993), se determin6 que vacas con una
produccion de leche menor a 20 Kg/dia y alimentadas con pradera restringida, responden con
un promedio de 0,6 Kg de leche/Kg de concentrado y cuando las vacas son alimentadas con
pradera a libre disposicion, la respuesta productiva a la suplementacion es casi nula.

Dixon y Stockdale (1999), sefialan que la tasa de sustitucion es menor cuando la
ingesta de energia es menor a los requerimientos de la vaca. Por lo tanto, una baja tasa de



sustitucion y una alta respuesta productiva, pueden ser esperadas en vacas lecheras de alta
produccion, debido a su alto potencial genético de ingesta y produccion de leche, y baja
utilizacion de energia proveniente del concentrado para su mantenimiento (Kellaway y Porta,
1993).

Otra ventaja de la suplementacion con concentrado, es que incrementa la produccion
de proteina en la leche y la concentracion de glucosa en el plasma. También, disminuye la
concentracion de nitrégeno ureico en leche y plasma, lo que sugiere que la suplementacion
con concentrado mejora la eficiencia de utilizacion del nitrogeno de la dieta (Bargo y col.,
2002).

3.1.2. Alimentos concentrados y sus requerimientos

Los alimentos suplementarios consideran los concentrados proteicos y energéticos, los
cuales son usados en forma estratégica, debido a su alto costo. Por su parte, entre los alimentos
energéticos podemos sefialar los granos de cereales, subproductos de la industria molinera,
subproductos de la industria cervecera, subproductos de la industria azucarera, aceites y grasas
(Cafias, 1998). Por otra parte, los alimentos proteicos se clasifican segiin su fuente de origen,
en alimentos de origen animal, origen vegetal y nitrogeno no proteico (NNP).

Para determinar la cantidad de proteina que es necesaria aportar en la dieta de los
bovinos, se debe considerar los requerimientos de proteina degradable del rumen y los
requerimientos de aminodcidos o proteina metabolizable para el mantenimiento, crecimiento,
prefiez y lactancia de estos animales (Webster, 1993). Durante la lactancia temprana, las vacas
lecheras requieren entre 16 a 18% de proteina cruda en la dieta, mientras que en el resto de la
lactancia requieren entre 12 a 14%. Esta cantidad varia de acuerdo a la degradabilidad de la
proteina en el rumen. La cantidad de proteina degradable depende de factores intrinsecos del
alimento (Kellaway y Porta, 1993) y de la tasa de pasaje, la cual estd directamente relacionado
con el nivel de consumo (AFRC, 1993).

3.2. PROTEINA MICROBIANA RUMINAL

La proteina es el nutriente mas costoso y limitado para animales de alta produccion
(Van Kessel y Russel, 1995), sin embargo, los rumiantes tienen la ventaja de no requerir
proteina de calidad especifica, ya que los microorganismos del rumen digieren las proteinas
del alimento y sustancias simples como urea y otras fuentes de NNP, convirtiéndolos en
proteina bacteriana de excelente calidad (Cafias, 1998). Por lo tanto, la proteina que escapa de
la degradacién ruminal es mas cara que la proteina microbiana, por lo que la eficiencia de la
produccion de proteina microbiana tiene mayor impacto en la produccion animal (Van Kessel
y Russel, 1995).



3.2.1. Sintesis de proteina microbiana (PMC)

La proteina metabolizable, se define como la proteina total digestible (aminoécidos)
disponible para el metabolismo del animal, después de que el alimento ha sufrido el proceso
de digestion y absorcion a nivel del tracto gastrointestinal. Esta proteina estd compuesta por
proteina microbiana digestible y proteina dietaria no degradable (AFRC, 1995).

La proteina microbiana digestible se origina de la actividad de los microorganismos
ruminales, los cuales sintetizan proteina a partir de la energia fermentable presente en el
alimento y de los aminoacidos o NNP originados de la degradacion de la proteina dietaria a
nivel ruminal (AFRC, 1995).

La cantidad de proteina de los forrajes que se degrada en el rumen, varia entre un 30%
para las proteinas menos solubles, hasta 80% para la mayoria de las raciones. Durante su paso
por el rumen, gran parte de ella es degradada hasta aminoécidos, los cuales daran origen
finalmente a los acidos grasos volatiles, dioxido de carbono y amoniaco (Bondi, 1988). El
amoniaco es utilizado por los microorganismos ruminales, si existe suficiente energia, para la
sintesis de proteina microbiana. (Maynard y col., 1988). En circunstancias normales al menos
el 70% de la proteina microbiana es sintetizada a partir de amoniaco (Webster, 1993). Parte
del amoniaco liberado en el rumen no puede ser fijado por los microorganismos, por lo que se
absorbe por el rumen y es llevado por la sangre hasta el higado, donde se transforma en urea.
La mayor parte de ésta es excretada por la orina, con un consiguiente gasto energético para el
animal y la otra parte de la urea, pero menor, es excretada por la leche (Maynard y col., 1988).
La cantidad de proteina microbiana sintetizada en el rumen, proteina no degradable en el
rumen y proteina de origen endégeno que alcanzan el duodeno, determinan la cantidad de
aminoacidos disponibles para la absorcion intestinal (Vérité y Peyraud, 1989; Madsen y col.,
1995; NRC, 2001). Estos aminoacidos son utilizados para sintetizar proteinas que participan
en el crecimiento de tejido, en la produccion de proteina lactea y en el metabolismo normal
(Bondi, 1988).

Se ha sefialado, que dos tercios a tres cuartos de los aminoacidos absorbidos por el
rumiante derivan de la proteina microbiana (Dewhurst y col., 2000), por lo cual ésta es
considerada la fuente proteica primaria para vacas lactantes (Muller, 1996). De esta proteina
microbiana, el 25% corresponde a acidos nucleicos, los cuales no pueden ser utilizados por el
rumiante para la sintesis de tejidos, leche, etc. (AFRC, 1995; Smith y Mc Allan, 1970), por lo
que son transformados por el higado a derivados de purina y luego eliminados por la orina
(Tamminga y Chen, 2000). Por lo tanto, el 75% de la proteina microbiana corresponde a
proteina microbiana verdadera, como proteinas, péptidos y aminoacidos libres, de los cuales el
85% es digestible a nivel intestinal. De este modo el 63,75% de la proteina microbiana
corresponde a proteina microbiana digestible (AFRC, 1993).

3.2.2. Factores que influyen en la sintesis de proteina microbiana

Los factores que mayormente influyen en la sintesis de proteina microbiana a nivel
ruminal, son la cantidad de energia y nitrégeno disponible en el rumen, y el nivel de consumo
de alimento por el animal. La energia fermentable en el rumen es necesaria para que la



fraccion degradable ruminalmente de la proteina dietaria y el nitrégeno no proteico, sean
eficientemente utilizados por los microorganismos ruminales para su crecimiento y sintesis de
proteina microbiana (AFRC, 1995). Por lo tanto, una fuente adicional de energia en la dieta
pueden ser los concentrados energéticos. Segun el tipo de carbohidrato que contengan los
concentrados, ya sea, almidon o fibra digestible, sera la velocidad de fermentacién en el rumen
(Meijs, 1986; Kibon y Holmes, 1984) y por consiguiente, la cantidad de proteina microbiana
sintetizada (Webster, 1993).

Evaluaciones preliminares sugieren que el uso de un concentrado rico en fibra
digestible podria aumentar el pH del rumen, facilitar la sintesis de proteina microbiana y
aumentar la produccion de leche (Muller, 1996). El uso de la coseta de remolacha en estos
concentrados seria una excelente fuente de energia metabolizable, la que mayormente
provendria de la fibra digestible, por lo que fermentaria mas lentamente en el rumen,
sincronizando mejor con las necesidades de los microorganismos ruminales (Webster, 1993).
Por su parte, los concentrados amildceos, por su rapida fermentacion en el rumen,
promoverian un incremento en la acidez del rumen y altas tasas de sustitucion de forraje por
concentrado, por lo que es esperable un efecto negativo en el funcionamiento ruminal
(Webster, 1993), pero con una mayor respuesta en la producciéon de leche (Thomas y col.,
1991). Sin embargo, Rearte (1997), senala que el suplemento cualquiera que fuese, so6lo
modificard el ambiente ruminal, cuando tenga un efecto mayoritario y significativo en el
consumo total de materia seca. De esta manera, pareceria que el tipo de carbohidrato en el
suplemento podria ser un factor muy importante a considerar para optimizar la suplementacion
en pastoreo, el funcionamiento ruminal, el consumo de materia seca total, y por ende la
respuesta productiva del animal a pastoreo (Leaver, 1986; Peyraud y col., 1997).

Otro factor de importancia en la sintesis de PMC es el grado de sincronizacion de los
aportes de nitrogeno (N) y substratos que aporten energia para los microbios ruminales, debido
a que influye en la utilizacion de la proteina degradable en el rumen y aumenta la produccion
animal (Kolver y Muller, 1998). Por lo tanto, en vacas lecheras con produccién a pastoreo se
requiere aportar un suplemento, como una fuente de energia adicional a la pradera y
disponible en el rumen, para asi mejorar la utilizacion de los altos niveles de proteina
degradable de la pradera y de esa manera estimular la sintesis de proteina microbiana (Muller,
1999). Sin embargo, en un estudio realizado por Kolver y Muller (1998), no se logré aumentar
la produccion de leche al sincronizar la degradacion de los carbohidratos y el N de la pradera,
via suplementacion energética. Esto sefialaria, que es necesario seguir evaluando el efecto de
la suplementacion de vacas en pastoreo, no considerando el aporte de energia, si no el tipo de
carbohidrato que aporta ésta (Muller, 1999).

Segun Kellaway y Porta (1993), para la sintesis de 8-11 g de proteina microbiana, se
necesita 1 megajoule (MJ) de energia metabolizable de origen no graso. Esta proporcion se
incrementa con la calidad del alimento. Cuando la cantidad de grasa de la dieta se encuentra
entre un 3 a 6%, la produccién de proteina microbiana se reduce, incrementandose los
requerimientos para la proteina no degradable de la dieta.



3.3. ORIGEN Y DESTINO DE LOS DERIVADOS DE PURINAS (DP)

Las bases puricas de los &cidos nucleicos microbianos, al ser metabolizados
constituyen la principal fuente de los DP urinarios (origen exdgeno) y solo una pequefia
fraccion proviene de los acidos nucleicos de los tejidos (origen enddgeno) (Tamminga y Chen,
2000). Su excrecion diaria esta relacionada directamente con la cantidad de purinas absorbidas
al dia (Chen y col., 1990; Verbic y col., 1990). Entonces, la excreciéon de DP provee una
medida de la cantidad de acidos nucleicos microbianos absorbidos por el duodeno y por lo
tanto de la sintesis de PMC en los rumiantes (Rys y col., 1975; Chen y col., 1991).

Los derivados de purinas excretados en la orina de rumiantes, incluyen alantoina, acido
urico, xantina e hipoxantina (Fujihara y col., 1987). Sin embargo, solamente se ha encontrado
alantoina y acido urico en la orina de los bovinos, debido a que poseen una alta actividad de la
enzima xantina oxidasa en la sangre y tejidos. Esta convierte la xantina e hipoxantina en acido
urico, previo a su excrecion por la orina, excretandose finalmente s6lo alantoina y acido urico
(Chen y Gomes, 1992), los cuales no estan disponibles para ser utilizadas por el tejido animal
(Verbic y col., 1990). Consecuentemente, la alantoina es la mas importante en los bovinos
(Bargo y col., 2002), encontrandose entre un rango descrito para vacas de 89 a 97% (Giesecke
y col., 1994; Gonda y col., 1996; Vagnoni y col., 1997).

La principal via de eliminacioén de los DP es la via urinaria. Sin embargo, algunos de
los DP de la sangre también pueden ser eliminados por el intestino (via saliva o a través de la
pared intestinal) y la leche. Una vez que la alantoina y acido urico son secretados dentro del

intestino delgado, ya no pueden volver a entrar a la sangre para ser excretados por la orina
(Chen y Gomes, 1992).

La cantidad de derivados de purinas eliminados por la via no renal es funcion de la
concentracion plasmatica de DP, siendo proporcional a la cantidad de DP que entra a la
sangre. Su eliminacion se realiza a una tasa constante de clearance de cerca de 30%/hora
(Chen y Gomes, 1992).

La calidad de la dieta puede influenciar el aporte de nitrégeno microbiano, sin
embargo, la concentracion de DP en muestras puntuales de orina puede no reflejar este efecto
por razones relacionados con el volumen urinario y/o catabolismo de los tejidos. De esta
manera, no es sorprendente que la concentracion de DP en la orina tenga poca relacion con la

ingesta, cuando la energia es insuficiente para las necesidades de mantenimiento (Nsahlai y
col., 2000)

El estado de lactancia es otro factor que influye en la concentracion de DP excretados
en la orina, ya que la excrecion de DP en la orina no es constante a lo largo de la lactancia. En
la lactancia temprana la proporcion de bases puricas recuperadas en la orina (0.44 + 0.063) es
significantemente menor que en la lactancia tardia (Gonzalez-Ronquillo y col., 2003). No
existe informacién disponible del efecto del estado fisioldgico en el metabolismo de los DP,
pero puede que la diferencia entre estados de lactancia esté relacionada con la baja eficiencia
de absorcion. Si la lactancia afecta a las enzimas involucradas en el metabolismo de las



purinas (Johnson y col., 1998), se podria explicar el cambio en la eficiencia de absorcion y
metabolismo, o alternativamente la distribucion entre la via renal y no renal (Gonzalez-
Ronquillo y col., 2003).

Cuando se utiliza la excrecion diaria de los derivados de purinas para calcular la
cantidad de purinas exdgenas absorbidas por el animal, se requiere corregir la contribucion de
DP de origen enddgeno (Chen y Gomes, 1992).

3.3.1. Contribucion enddégena a la excrecion de derivados de purinas

La fraccidon endogena proviene de los acidos nucleicos de los tejidos. Su magnitud no
es constante entre especies (Chen y col., 1990; Orellana Boero y col., 2001) ni dentro de una
misma especie (Liang y col., 1994), y no se sabe si es afectado por la produccion o por el
estado fisiologico de los animales (Gonzalez-Ronquillo y col., 2003). Segiin Chen y col. (1992
a), la excrecion enddgena esta relacionada con el peso metabdlico de los animales, por lo que
al aumentar éste, la excrecion endogena también aumenta. En el bovino la excrecion enddgena
de DP es de 385 micromol por Kg de peso metabélico (umol/Kg PV*") al dia y se sugiere que
el coeficiente de recuperacion de los DP endogenos es de 0.85, donde la recoleccion no es
completa, porque hay pérdidas en el plasma por via no renal (Verbic y col., 1990).

Los microbios ruminales no discriminan entre urea de la dieta y urea endogena,
reciclada de la sangre al rumen via saliva o través de la pared ruminal, para degradarla a
amoniaco e incorporarla dentro de la proteina (Webster, 1993).

La excrecion endogena de DP, por Kg de peso metabolico, es tres veces mayor en los
bovinos que en los ovinos (530 y 150 umol/Kg PV®” por dia, respectivamente). Esta
diferencia entre ovinos y bovinos se debe a que los tejidos en el bovino poseen una alta
actividad de xantina oxidasa (Chen y Gomes, 1992).

3.4. METODOS DE ESTIMACION DE LA PROTEINA MICROBIANA EN EL
RUMEN

La medicion del contenido de proteina microbiana ruminal es un area importante en el
estudio de la nutricién proteica de los rumiantes (Valadares y col., 1999), ya que permite
predecir cuanta proteina aporta el ambiente ruminal al intestino delgado, con el fin de corregir
problemas en la dieta y utilizar de mejor forma el nitrogeno que entregan los forrajes y las
fuentes de proteina de mayor costo econémico (Dewhurst y col., 2000).

Existen diversas técnicas para estimar la sintesis de proteina microbiana, entre las que
se encuentran:

- Técnica “in vitro”, la cual pretende simular las condiciones del rumen (Caias, 1998),
incubando una muestra de alimento con licor buffer ruminal (Miller, 1982).



- Técnica “in situ”, que permite estimar la concentracion de proteina degradable ruminal
(Coblentz y col., 1999), incubando alimento en bolsas que se introducen en el rumen
(Hvelplund y Weisbjerg, 2000).

- Técnica “in vivo”, que mide la proteina microbiana producida en el rumen y la proteina
dietaria que se escapa de la degradacion ruminal (AFRC, 1993), usando animales con canulas
ruminales y/o duodenales (Valadares y col., 1999). Las técnicas que utilizan animales tienen la
desventaja de ser invasivas, costosas, tediosas y sujetas a error (Tamminga y Chen, 2000).

Debido a la gran importancia que ha adquirido el bienestar animal en estos ultimos
anos, se ha desarrollado un método no invasivo de cuantificacion de la excrecion urinaria de
los DP. Este método asume que el paso de acidos nucleicos por el duodeno es esencialmente
de origen microbiano. En este lugar son digeridos y absorbidos como derivados de purinas, los
cuales son excretados proporcionalmente por la orina (Valadares y col., 1999). Por lo tanto, la
excrecion de DP puede estimar la sintesis de proteina microbiana, si la razén purina: total de
nitrogeno microbiano ruminal es constante (Tamminga y Chen, 2000). Para obtener la
totalidad de los DP (alantoina y &cido urico) excretados diariamente se requiere la recoleccion
diaria total de orina, pero para hacerla aplicable a condiciones de animales a pastoreo, es
posible sacar muestras puntuales de orina, ya que la produccion de DP es constante durante el
dia (Chen y col, 1992 b) y la dilucién de la orina se puede corregir mediante la concentracion
de la muestra urinaria con un marcador (Orellana y col., 1998).

La creatinina, producto final de la degradacién de la fosfocreatinina, puede ser usada
como un marcador interno en este método (Gonda, 1995), ya que cumple con los requisitos de
ser excretada en forma constante por la orina y de ser independiente, tanto del consumo de
alimento como de la produccion (Orellana y col., 1998). Segiin Brody (1945), es excretada en
proporcion al peso vivo (N-Creatinina (mg/dia) = 12,7 PV*®°) dentro de un amplio rango de
pesos (0,02 a 800 Kg de peso vivo).

Antoniewicz y col. (1981), encontraron que la excrecion diaria de alantoina (A) y
creatinina (CT) en ovejas fue suficientemente constante como para predecir la excrecion diaria
de alantoina a partir de la razon A/CT de la orina (concentracion de A en muestras puntuales),
con una alta correlacion con los valores medidos en la orina total (CV = 13,3%). La razon
A/CT puede ser corregida por el peso metabdlico, para facilitar la comparacion entre animales
(Chen y col, 1992 b).

Tamminga y Chen (2000), mencionan que al utilizar muestras puntuales de orina se
disminuye la sensibilidad de los resultados, no obstante, permite destacar diferencias entre
distintos manejos de alimentacion, por lo que los resultados no se deben tomar como valores
absolutos, sino como valores comparativos.

Para calcular la excrecion diaria total de DP se utiliza la siguiente ecuacion (Tamminga
y Chen, 2000):



Y =(0,385 W) + 0,85 X

Donde:

Y : Excrecion diaria total de DP (mmol dia -1).
W% :Peso metabolico corporal.

X : Absorcion de purinas exdgenas (mmol dia -1).

Dentro de las ventajas de utilizar este método no invasivo de cuantificacién de la
excrecion urinaria de los DP, destacan el hecho de que es mas simple y econdmica, debido a
que no se requiere realizar procesos quirtrgicos en los animales, y sélo es necesario contar con
instrumental de laboratorio, como un espectrofotdmetro ultravioleta o un cromatografo
(Tamminga y Chen, 2000).

Los objetivos de esta memoria de titulo son estimar la sintesis de proteina microbiana
ruminal y el rendimiento microbiano, mediante la determinacion de derivados de purinas
excretados por la orina en vacas lecheras a pastoreo y suplementadas con dos tipos de
concentrados con diferente fuente de carbohidratos. A su vez, la hipotesis que se plantea es
que el tipo de carbohidrato ofrecido en el concentrado como suplemento a vacas en pastoreo
no afecta la sintesis de proteina microbiana.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. UBICACION GEOGRAFICA

El ensayo se realizo en la estacion experimental Vista Alegre de la Universidad Austral
de Chile, ubicada a 6 kilometros al norte de la ciudad de Valdivia, Décima Region de Los
Lagos, Chile. Geograficamente se encuentra entre los paralelos 39°47°46"" y 39°48°54"" latitud
sur y los meridianos 73°13"13™" y 73°12°24"" longitud oeste.

4.2. DURACION DEL ENSAYO

El ensayo en pastoreo tuvo una duracion de 63 dias, realizdndose entre el 30 de
septiembre del 2002 y el 01 de diciembre del mismo afio.

4.3. MATERIAL

4.3.1. Animales

Se utilizaron 12 vacas Frison Negro Chileno, pertenecientes al rebafio lechero de la
Universidad Austral de Chile, las cuales fueron seleccionadas de acuerdo a la época de parto,
nimero de lactancia, produccién de leche, peso vivo y dias en lactancia al inicio del
experimento. Los partos fueron en primavera, la mayoria de las vacas se encontraban entre su
segunda y quinta lactancia, y presentaban una produccion promedio de leche de 33 litros al
dia. Los pesos vivos y dias en lactancia al inicio del experimento fueron en promedio 528.5
Kg y 53 dias, respectivamente.

4.3.2. Alimentos

4.3.2.1. Praderas. Se utilizaron dos potreros, el N°16 y N°17, de 1.7 ha. cada uno. La pradera
utilizada fue de tipo permanente mejorada, con uniformidad en cuanto a composicion botanica
y manejo, ubicandose a no mas de 300 a 500 metros de la sala de ordefia.

4.3.2.2. Concentrados. Se utilizaron dos tipos de concentrados peletizados con diferentes
fuentes de carbohidratos, una con fibra digestible y la otra con almidon, segiin como se detalla
a continuacion:

Concentrado F (CF), compuesto por un 11% de afrecho de soja y 89% de coseta seca de
remolacha.
Concentrado A (CA), compuesto por un 10% de afrecho de soja y 90% de cebada.



4.3.2.3. Agua y sales minerales. Se ofrecieron sales minerales’ y agua de bebida a libre
disposicion, tanto en el potrero como en el patio de espera de la sala de ordena.

4.3.3. Muestreo de orina

Para almacenar las muestras de orina, se utilizaron frascos de plastico estéril de 30 ml
cada uno. Cada frasco contenia 1 ml de 4cido sulfurico (10%), con el objetivo de mantener el
pH de la orina bajo 3 e impedir el crecimiento bacteriano que destruye los DP de la orina
(Chen y Gomes, 1992).

4.4. METODOS

4.4.1. Tratamientos
Durante 3 periodos, de 21 dias cada uno, los animales fueron asignados a 3
tratamientos, los cuales fueron:

- Tratamiento SP (TSP) : Sélo pastoreo.
- Tratamiento CF (TCF) : Pastoreo mas 6 Kg de CF al dia.
- Tratamiento CA (TCA : Pastoreo mas 6 Kg de CA al dia.

Los periodos fueron:

- Periodo 1: Desde el 30 de septiembre al 20 de octubre del 2002.
- Periodo 2: Desde el 21 de octubre al 10 de noviembre del 2002.
- Periodo 3: Desde el 11 de noviembre al 01 de diciembre del 2002.

A su vez, cada periodo tuvo la siguiente division en el tiempo: del dia 1 al 14 las vacas
se adaptaron a la dieta (periodo pre-experimental) y del dia 15 al 21 se tomaron las muestras
(periodo experimental).

4.4.2. Alimentacion y manejo de los animales

La suplementacion consistié en 6 Kg de concentrado, la cual se dividio en dos raciones
diarias de 3 Kg cada una. Estas fueron pesadas en una balanza electronica y guardadas
individualmente en una bolsa plastica rotulada con el nimero de la vaca, segun el tratamiento
en que se encontraba en ese momento. Cada una se ofreci6 individualmente durante la ordefa.

Las vacas se dividieron en 3 grupos, de 4 animales cada uno, y cada grupo de animales
fue asignado a un tratamiento distinto en cada periodo, como se detalla a continuacion:

*VETERSAL® (vaca lechera alta produccion, Veterquimica S.A.).



Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3

Grupo 1 TSP TCF TCA
Grupo 2 TCF TCA TSP
Grupo 3 TCA TSP TCF

La pradera se ofrecid a libre disposicion. Los animales fueron manejados en un sélo
grupo, con un sistema de pastoreo rotativo, asignandoles una superficie de pradera repartida en
dos franjas diarias mediante el uso de cerco eléctrico movil. La disponibilidad de pradera fue
de 37 Kg MS/vaca/dia. Esta fue medida 3 veces a la semana con un plato medidor de MS de
pradera marca Jenquip (Filip's folding plate pasture meter, New Zealand), realizando 100
mediciones por vez en forma de zig-zag, lo que permitié regular constantemente la superficie
de pradera aportada a las vacas segtn su disponibilidad. La pradera contenida en cada franja se
ofrecid después de cada ordena.

4.4.3. Muestreo y analisis de los alimentos

Las muestras de pradera y concentrado, recolectadas al inicio de cada periodo
experimental del ensayo, fueron analizadas en el Laboratorio de Nutricion Animal, de la
Universidad Austral de Chile, para determinar su composicion quimica mediante los
siguientes analisis:

- Materia seca (MS), se determin6 mediante Horno de ventilacion a 60°C por 48 horas y
estufa a 105°C por 12 horas (Bateman, 1970).

- Cenizas totales (CT), se determinaron por combustiéon a 550°C por 5 horas (Bateman,
1970).

- Proteina cruda (PC), se determind por medio del método Micro Kjeldhal (N x 6.25)
(Bateman, 1970).

- Energia metabolizable (EM), se determind por regresion sobre el valor D (Garrido y
Mann, 1981).

- Fibra detergente neutro (FDN), se determiné a través del método de Goering y Van
Soest (1972), por digestion en detergente neutro (Bateman, 1970).

4.4.4. Muestreo y analisis de orina

En la ultima semana de cada periodo experimental, y durante dos dias seguidos, se
tomaron 2 muestras de orina por vaca al dia, durante o después de la ordefa de la mafiana y la
tarde. El método de obtencion de la orina fue la estimulacién vulvar, eliminando los primeros
chorros y recogiendo la orina en un frasco recolector. Mediante una jeringa se transfirio 9 ml
de orina al frasco estéril con 1 ml de 4cido sulfurico (10%), se homogenizo6 y almacend en un
freezer a —20°C.

Al terminar el ensayo, las muestras de orina se enviaron al Departamento de
Bromatologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion, donde se
cuantificé las concentraciones de creatinina, acido urico y alantoina (mmol/l). La técnica de



cuantificacion utilizada fue la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) descrita por
Resines y col. (1992), usando un Cromatografo Hitachi L-500 con bomba programable 655A-
11, un detector UV 655 A acoplado a un integrador D-2000 y una columna LiChroSpher 100-
RPI18 5 um (244 x4 mm).

4.4.5. Cuantificacion de los derivados de purina en la orina y estimacion de diferentes
variables a partir de éstos

4.4.5.1. Concentracion de los derivados de purina en las muestras de orina (mmol/l). Se
obtuvo sumando las concentraciones de alantoina (mmol/l) y 4cido urico (mmol/l), obtenidas
como se describe en el punto 4.4.4.

4.4.5.2. Estimacion de la excrecion diaria de derivados de purina. La cantidad de alantoina
y acido trico excretados en la orina al dia, en mmol/dia, se calculé de acuerdo a la siguiente
formula:

A (mmol/dia) = A (mmol/l) x VO.
AU (mmol/dia) = AU (mmol/l) x VO.

Donde:

A (mmol/1): Concentracion molar de alantoina por litro de orina.
AU (mmol/l): Concentracion molar de acido trico por litro de orina.

Por su parte, el volumen urinario (VO), fue estimado a través de la siguiente formula:
VO : CT/CO, dénde VO es el volumen de orina estimado (Al-Khalidi y Chaglassian, 1965),
CT es la creatinina total excretada en el dia (mg) y CO es la concentracion de creatinina en la
muestra de orina (mg/1).

El célculo de CT se realizo de la siguiente manera:

CT : PV x C, donde PV es el peso vivo (Kg) y C es una constante que equivale a una
excrecion de creatinina de 26 mg/Kg PV (Lindberg, 1989).

4.4.5.3. Excrecion diaria de los derivados de purina (Dpe). Este parametro se determin6
sumando la excrecion diaria de alantoina (mmol/dia) con la excrecion diaria de acido urico
(mmol/dia).



4.4.5.4. indice purinico. La excrecion diaria de derivados de purinas en la orina corregida por
el peso metabdlico de los animales, y a la vez, la dilucion de la muestra de orina corregida por
la creatinina, se calculd por medio de la siguiente féormula (Sanchez, 2003):

L.P =Dpe x PV*"
CT

Donde:

IP : Indice purinico.

Dpe :Excrecion diaria de derivados de purinas en la orina(mmol/dia).
CT  :Excrecion diaria de creatinina en la orina (mmol/dia).

PV®" : Peso metabélico del animal.

4.4.5.5. Estimacion de la absorcion diaria de purinas (PA). La absorcion diaria de purinas
provenientes de 4cidos nucleicos microbianos, fue calculada en base a las excreciones diarias
de los derivados de purinas (Dpe) por medio de la ecuacion citada por Chen y Gomes (1992):

Dpe — (0,385 x PV*")

PA =
0,85
Donde:
PA : Purinas absorbidas por dia (mmol/dia).
Dpe : Excrecion diaria de los derivados de purinas (mmol/dia).
0,85 : Factor de recuperacion como DP de las purinas absorbidas.

(0,385 x PV"") : Contribucién enddgena de DP mmol/por kilo de peso metabdlico.

4.4.5.6. Estimacion del aporte de nitrégeno microbiano (NM). Se calcul6 segun la féormula
citada por Chen y Gomes (1992):

PAx 70

NM =
0,83 x 0,116 x 1000

Donde:

NM : Nitrogeno microbiano (g/dia).

PA  : Purinas absorbidas (mmol/dia).

70 : Contenido de nitrogeno en las purinas (mg N/mmol).

0,83 : Factor de digestibilidad de las purinas.

0,116 : Tasa de N de purinas : N total en los microorganismos ruminales (11,6 : 100).



4.4.5.7. Rendimiento microbiano (NM/MS). Se obtuvo a partir del NM producido por
unidad de alimento consumido, expresado como NM producido por Kg de materia seca
ingerida (MSI), determinada por Felmer (2003), quien utiliz6 los mismos animales y
tratamientos al de este ensayo (Chen y col. 1992 b).

4.4.5.8. Proteina microbiana total (PMCT). La PMCT se estim¢ de la siguiente manera:
PMCT =NM x 6,25
Donde:

PMCT : Proteina microbiana total (g/dia).
NM : Aporte de nitrdgeno microbiano (g/dia).
6,25 : Contenido de nitrogeno de las proteinas.

4.4.5.9. Proteina microbiana digestible (PMCD). Se estim6 con la siguiente formula:
PMCD =PMCT x 0,6375
Donde:

PMCD : Proteina microbiana digestible (g/dia).

PMCT : Proteina microbiana total (g/dia).

0,6375 : Porcentaje de PMCT que es digestible, obtenido a partir de la multiplicacion del
contenido de proteina de los microorganismos ruminales (0,75) y el porcentaje de
digestibilidad de ésta (0,85) (AFRC, 1995).

4.5. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental utilizado fue un Cuadrado Latino con tres tratamientos, tres
periodos y cuatro cuadrados por tratamiento.

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico y presentacion de los datos se realizd6 mediante una descripcion
estadistica basada en pardmetros de posicion y dispersion (media de minimos cuadrados y
desviacion estandar), utilizando el método estadistico de andlisis de varianza (ANDEVA), el
cual se efectud con un nivel de significancia de 5%. Se analizaron las variables de alantoina,
acido urico, DP, Dpe, IP, PA, NM, NM/MSI, PMCT y PMCD. La prueba que se utilizo para
comparar diferencias entre los tratamientos fue la de Tukey.



Los datos de estas variables fueron analizados usando el programa estadistico Minitab,
1998, mediante el siguiente modelo lineal general:

Yijkm =u + T; + Py + My + G + €jjiim.
Donde:

Yijum : representa la m-ésima medicion realizada en el I-ésimo cuadrado del j-ésimo periodo
en el i-ésimo tratamiento del k-ésimo muestreo dentro del j-ésimo periodo.

u :media poblacional o intercepto general.

T; :efecto fijo del i-ésimo tratamiento (i = 1,2,3).

P; :efecto del i-ésimo periodo (j = 1,2,3).

Mj. :efecto fijo del k-ésimo muestreo anidado en el j-ésimo periodo (k = 1,2).

G :efecto fijo del 1-ésimo cuadrado (1=1,2,3,4).

eijum :residual aleatorio asociado con la m-ésima mediciéon ~ N (0, 62).



5. RESULTADOS

5.1. COMPOSICION QUIMICA DE LOS ALIMENTOS

5.1.1. Composicion quimica de la pradera
En el Cuadro 1, se muestra la composicion quimica de la pradera, como promedio de
cada periodo.

Cuadro 1. Composicion quimica promedio de la pradera consumida por las vacas (base MS),
en cada periodo del ensayo.

Componentes Periodo1 Periodo 2 Periodo 3
Materia seca (% MY) 19,75 22,54 19,35
Proteina bruta (% PB) 29,02 26,17 15,34
Energia metabolizable (Mcal EM/Kg MS) 2,87 2,7 2,79
Fibra detergente neutro (% FDN) 43,62 52,68 44,17
Cenizas totales (% CT) 9,79 7,96 8,62
Valor D (%) 79,6 74,7 77,2

5.1.2. Composicion quimica de los concentrados

En el Cuadro 2, se presenta la composicion quimica del concentrado CF (afrecho de
soja + coseta seca de remolacha) y del concentrado CA (afrecho de soja + cebada), aportados
durante el ensayo.

Cuadro 2. Composicion quimica de los alimentos concentrados (base MS) utilizados durante
el ensayo.

Alimentos concentrados.

Composicion CF CA
Materia seca (% MS) 87,8 87,8
Proteina bruta (% PB) 16,6 17,3
Energia metabolizable (Mcal EM/Kg MS) 3,03 3,02
Fibra detergente neutra (% FDN) 37,6 22,5
Fibra detergente acida (% FDA) 21,8 7,3
Extracto etéreo (% EE) 1,0 2,3
Cenizas totales (% CT) 8,6 6,1

Se observa que la energia metabolizable, proteina cruda y la materia seca se presentan
practicamente igual en ambos concentrados. Por su parte, el contenido de fibra (F.D.N y
F.D.A) se encontr6 mucho mas elevado en el concentrado CF que en el concentrado CA.



5.2. NIVEL DE EXCRECION DE LOS DERIVADOS DE PURINAS (DP)

5.2.1. Excrecion diaria de alantoina (A), acido trico (AU) y la suma de la excrecion de
ambos (Dpe), expresado como media de minimos cuadrados

En el Cuadro 3, se exponen los niveles de acido urico, alantoina y la suma de la
excrecion de ambos por la orina, expresados en mmol/dia, estimando la produccion diaria de
orina a partir de la excrecion total de creatinina al dia (mg) y la concentracion de creatinina en
la muestra puntual de orina (mg/1).

Cuadro 3. Excrecion diaria de &cido urico, alantoina y derivados de purinas, en vacas lecheras
en pastoreo primaveral (TSP), suplementadas con dos tipos diferentes de carbohidratos en el
concentrado, uno a base de fibra (TCF) y el otro a base de almidon (TCA).

TSP TCF TCA d.e.
AU (mmol/dia) _ 18,7° 21,8° 22.8° 1,57
A (mmol/dia) 191 200,5" 213 9,22
Dpe(mmol/dia) 209,7° 222 3% 235,9° 9,82

Letras iguales en una fila indican diferencias no significativas (p > 0,05).

En el Cuadro 3, se puede observar que al suplementar con concentrado, la excrecion
diaria de DP aumenta en relacion al tratamiento sin suplementacion. Entre los tratamientos con
suplementacion, se puede decir que al aportar concentrado a base de cebada, la excrecion de
DP es igual que con el concentrado a base de fibra (p > 0,05).

5.2.2. Indice purinico
En el Grafico 1 se muestra la excrecion diaria de DP, segin peso metabodlico animal,
previa correccion de la dilucion de la orina por el indicador de creatinina.
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Grafico 1. Indice purinico (IP) en vacas lecheras en pastoreo primaveral (TSP),
suplementadas con dos tipos diferentes de carbohidratos en el concentrado, uno a base de fibra
(TCF) y el otro a base de almidon (TCA).

Los indices purinicos para los tratamientos TSP, TCF y TCA fueron 191,2; 2024 y
214,8 respectivamente, con una desviacion standard de 9,07. Esto nos muestra que la
excrecion diaria de DP en la orina, por peso metabdlico animal, fue igual para todos los

tratamientos (p > 0,05).

5.2.3. Excrecion diaria estimada de derivados de purinas (DPe) y purinas absorbidas

(PA)

En el Grafico 2, se presentan los niveles Dpe y PA (estimado a partir de Dpe), para
cada tratamiento, expresados en mmol/dia.
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Griafico 2. Excrecion diaria de derivados de purinas (Dpe) y purinas absorbidas (PA),
estimados en vacas lecheras en pastoreo primaveral (TSP), suplementadas con dos tipos
diferentes de carbohidratos en el concentrado, uno a base de fibra (TCF) y el otro a base de

almidon (TCA).



Se observa que en los tratamientos TSP, TCF y TCA, los valores de PA fueron 197,4;
212,1 y 227,7 mmol/dia, respectivamente. La desviacion standard de las purinas absorbidas
fue de 11,6. Los valores de Dpe fueron mencionados anteriormente en el punto 5.2.1. Ambas
variables no mostraron diferencias entre los tratamientos (p > 0,05).

5.3. APORTE DE NITROGENO MICROBIANO (NM)

5.3.1. Sintesis de nitréogeno microbiano
La cantidad de NM (g) producida por vaca al dia, segun tratamiento, y estimada a

partir de PA, se muestra en el Grafico 3.
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Grafico 3. Estimacion de la sintesis diaria de nitrégeno microbiano (NM) en vacas lecheras en
pastoreo primaveral (TSP), suplementadas con dos tipos diferentes de carbohidratos en el
concentrado, uno a base de fibra (TCF) y el otro a base de almidon (TCA).

En este grafico, se observa una produccion de NM para el tratamiento TSP de 143,5
g/dia, para el tratamiento TCF de 154,2 g/dia y para el tratamiento TCA de 165,5 g/dia, con
una desviacion standard de 8,47. No se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos (p > 0,05).

5.3.2. Rendimiento microbiano
En el Grafico 4, se muestra la cantidad de NM (g) producida por Kg de materia seca

ingerida (MSI) al dia, estimada a partir de la sintesis diaria de NM, segun tratamiento.
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Grifico 4. Rendimiento microbiano estimado (RM), en vacas lecheras en pastoreo primaveral
(TSP), suplementadas con dos tipos diferentes de carbohidratos en el concentrado, uno a base
de fibra (TCF) y el otro a base de almidon (TCA).

Los valores obtenidos para el tratamiento TSP, TCF y TCA fueron de: 7,4; 7,3 y 7,1
g/Kg MSI respectivamente, con una desviacion standard de 0,4. No se obtuvo diferencias
significativas entre los tratamientos (p > 0,05).

5.4. SINTESIS DE PROTEINA MICROBIANA (PMC)

En el Cuadro 4, se presenta la cantidad de proteina microbiana total (PMCT) (g/dia),
estimada a partir de la sintesis diaria de NM y la cantidad de proteina microbiana digestible
(PMCD) (g/dia), estimada a partir de la PMCT producido, seglin tratamiento.

Cuadro 4. Produccion estimada de proteina microbiana total (PMCT) y de proteina
microbiana digestible (PMCD), en vacas lecheras en pastoreo primaveral (TSP),
suplementadas con dos tipos diferentes de carbohidratos en el concentrado, uno a base de fibra
(TCF) y el otro a base de almidon (TCA).

TSP TCF TCA d.e.
PMCT (g/dia) 8968 963,8° 1034,7° 52,92
PMCD (g/dia)  571,7° 614,4° 659,6° 33,74

Letras iguales en una fila indican diferencias no significativas (p > 0,05).

Del Cuadro 4, se desprende que los valores de PMCT y PMCD no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0,05).



6. DISCUSION

6.1. COMPOSICION QUIMICA DE LOS ALIMENTOS

6.1.1. Composicion quimica de la pradera

La pradera permanente fertilizada de la Décima Region, presenta durante la primavera
una composicion quimica promedio de 15,2% de materia seca, 17,8% de proteina cruda,
valores de energia metabolizable de 2,55 megacalorias (Mcal)/Kg MS y 23,4% de fibra cruda
(Anrique y col., 1995).

La pradera utilizada durante el ensayo present6 un alto valor nutritivo (Cuadro 1),
mostrando mayores porcentajes de materia seca y proteina cruda, y mayor energia
metabolizable respecto a lo reportado por Anrique y col. (1995), para una pradera con
similares caracteristicas.

Kolver y Muller (1998), sefialan que los forrajes frescos, como el utilizado en este
ensayo, poseen una proteina cruda de rapida y extensa degradacion en el rumen, lo que junto a
la gran cantidad de energia en la dieta, permitirian una alta sintesis de proteina microbiana y
una mayor produccion de leche (Holden y col., 1995; Kolver y Muller, 1998).

6.1.2. Composicion quimica de los concentrados

Ambos concentrados mostraron en su composicion quimica promedio valores similares
de MS, PC y EM, sin embargo, difieren fuertemente en su contenido de FDN (Cuadro 2). Es
asi como el concentrado a base de fibra posee 15,1% mas FDN que el concentrado a base de
almidon. Esto se debe a que la coseta de remolacha contiene un mayor porcentaje de fibra
cruda en comparacion a la cebada (Anrique y col.,, 1995), siendo esta fibra de alta
digestibilidad (Miller, 1979) por su bajo contenido de lignina, lo cual contribuye a que la
celulosa y hemicelulosa sean de facil degradacion (Anrique, 1989). Por otra parte, el contenido
de PC y EM de ambos concentrados estan dentro de los niveles adecuados para vacas lecheras
de alta produccion (25 a 35 1/dia) (Kellaway y Porta, 1993).

Segun el NRC (1989), los requerimientos nutritivos sugeridos para una vaca de peso
vivo promedio de 550 Kg, con una produccion promedio de leche de 32 1/dia y que cursa su
segunda lactancia, son de 17,3 Kg MS/dia, 17% de PC, 2,89 Mcal/Kg de MS y 25% de FDN.
En este ensayo, los requerimientos nutricionales de las vacas lecheras fueron cubiertos por los
diferentes tratamientos otorgados, incluso fueron superiores a los requerimientos propuestos
por el NRC (1989), especialmente los aportes de PC.



6.2. SINTESIS DE PROTEINA MICROBIANA RUMINAL

Las mediciones de excrecion diaria de DP urinarios (Dpe), constituyen un indicador
para estimar la sintesis de proteina microbiana (Orellana Boero y col., 2001), la cual depende
de la concentracion de DP en la orina (originados de purinas exdgenas y endogenas) (Chen y
col., 1992 b), de la concentracion de creatinina y del peso vivo del animal (Faichney y col.,
1995). Por otra parte, la sintesis de proteina microbiana, también depende de la cantidad y tipo
de nutrientes disponibles en la dieta, asi como de su sincronia en el rumen (AFRC, 1995).

Al analizar la Dpe (Grafico 2), se observa que al suplementar la pradera con
concentrado no aumenta la excrecion de DP. Los valores de Dpe obtenidos en el presente
ensayo (entre 209,7 a 235,9 mmol/dia) son menores a los obtenidos por Orellana y col. (1998),
quienes obtuvieron valores maximos de alrededor de 290 mmol/dia, con una dieta de ensilaje
de maiz, heno de alfalfa, coseta de remolacha y concentrado. Sin embargo, son mayores a los
reportados por Kopfer (2001), quien informa valores de Dpe que oscilan entre 119 y 133
mmol/dia, en un ensayo realizado con vacas lecheras sometidas a tratamientos basados
principalmente en ensilaje de ballica, paja tratada con hidréxido de sodio y concentrado.

La baja cantidad diaria de DP encontrados en la orina pudo deberse a que las vacas
utilizadas se encontraban en la etapa inicial de lactancia, lo que coincide con lo sefialado por
Gonzalez-Ronquillo y col. (2003), quienes observaron que durante esta etapa la proporcion de
bases puricas recuperadas en la orina son significativamente menor que en la lactancia tardia.
Sin embargo, no se reportaron diferencias significativas entre los tratamientos, lo que nos
indica que la suplementacion con concentrado (comparado al tratamiento sélo a pastoreo), y el
tipo de carbohidrato utilizado en ellos, no influyeron significativamente en la excrecion de DP
urinarios.

La baja Dpe concuerda con la baja concentracion urinaria de alantoina, la que vari6
entre 6,1 y 7,3 mmol/l de orina. En cambio, Delahoy y col. (2003), encontraron valores de ésta
de 14,9 y 15, 4 mmol/l, para la suplementacion de la pradera con maiz molido y fibra, como la
coseta de remolacha. Sayers y col. (2003), encontraron valores de 32 y 37,2 mmol de alantoina
por litro de orina, para la suplementacion de la pradera con 5 Kg diarios de concentrado a base
de fibra y almidon, respectivamente. Bargo y col. (2002), encontraron valores de 12,1 y 10,2
mmoles de alantoina por litro de orina, para una disponibilidad de pradera de 40 Kg de MS al
dia, con y sin suplementacion, respectivamente. Todos estos autores obtuvieron valores de
alantoina superiores a los encontrados en el presente ensayo.

Respecto al indice purinico, éste soporta la idea que la razon DP/CT puede ser utilizada
como un indicador de la excrecion total de DP en la orina, evitando toda la recoleccion de
orina producida en el dia (Gonda, 1995).

En el presente ensayo el IP para el TSP, TCF y TCA (Gréafico 1) fue de 191,2; 202,4 y
214,8 para consumos diarios de 19,7; 21,5 y 23,5 Kg de MS respectivamente, siendo estos
ultimos valores estimados por Felmer (2003), quien utilizd los mismos animales y
tratamientos de este ensayo. En un estudio realizado por Sanchez (2003), se reportaron valores



de IP de 53,4; 204 y 274,9 para vacas con consumos de 4, 18 y 21 Kg MS diarios. Esto nos
indica que los valores de IP calculados en este ensayo, son menores a los reportados por
Sanchez (2003), ya que para el mismo nivel de consumo (21 Kg MS/dia) se obtuvieron
menores valores de IP.

Respecto a la sintesis de nitrdgeno microbiano diario (Grafico 3), ésta fue mayor en los
tratamientos con suplementacion con concentrado. Tal vez, esto se debid a la mayor ingesta de
energia respecto al tratamiento sin suplementacion, ya que la energia junto al N disponible en
el rumen, permiten la sintesis de NM (AFRC, 1995).

Entre los tratamientos TCF y TCA, este ultimo tuvo la mayor sintesis de NM. Sin
embargo, las diferencias entre tratamientos (Grafico 3) no fueron estadisticamente
significativos (p > 0,05). El valor promedio obtenido en el ensayo fue de 154,2 g NM/dia, el
cual se encuentra dentro del promedio de los rangos propuestos por el NRC (1985), los cuales
van de 9 a 410 g/dia, dependiendo de la dieta, con un promedio de 150 g/dia. Sin embargo, al
comparar los resultados con los reportados por Kopfer (2001), cuyo valor promedio fue de
48,2 g/dia, podemos decir que en el presente ensayo se produjo mayor cantidad de NM. Lo
mismo sucedié en un estudio de Chen y col. (1992 b), quienes reportaron valores de 71,3 y
84,7 g de nitrogeno microbiano al dia.

Para comparar los valores de aporte de nitrdgeno microbiano, se utilizé el rendimiento
microbiano (produccién de NM/Kg de materia seca ingerida) (Gréafico 4). Este fue mayor en el
tratamiento TSP y menor en el tratamiento TCA, sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p > 0,05). Al respecto, Orellana y col. (1998), reportaron
valores entre 6,5 y 11,6 g NM/Kg MS/dia, en vacas Holstein Friesian que consumian una dieta
a base de paja de trigo y trébol blanco con ballica. Estos resultados fueron mayores a los
obtenidos en el presente ensayo, los que variaron entre 7,1 y 7,4 g NM/Kg MSIL.

Al comparar los resultados de NM (g/dia) con el rendimiento microbiano se puede
observar que al mismo tiempo que se produjeron los mayores valores de NM al dia, se
obtuvieron los menores valores en rendimiento microbiano. Esto se puede observar en el
tratamiento TCA, lo que se pudo deber al mayor consumo de MS diario estimado en este
tratamiento (Felmer, 2003). Por otro lado, el tratamiento que presentd mayores rendimientos
microbianos, pero menores niveles de NM diarios, fue el tratamiento TSP, debido al menor
consumo de MS estimado (Felmer, 2003).

En relacion a los resultados de nitrogeno microbiano y rendimiento microbiano,
anteriormente discutidos, existiria la posibilidad de que la suplementacién con concentrado
fibroso fuese mas eficiente que la suplementacion con concentrado amilaceo, ya que posee una
mayor produccion de NM/Kg MSI y menor consumo de materia seca. Aguilera (2003), quien
utilizd los mismos animales y tratamientos de este ensayo, sefiala que aunque el tratamiento
con suplementacion con concentrado CF presenté un menor consumo de MS estimado, que el
tratamiento con suplementacion con concentrado CA, la produccion de leche fue igual en
ambos tratamientos (28,5 y 29,8 l/dia para TCF y TCA, respectivamente). Por otra parte, el
tratamiento que aporta solo pradera produjo el mayor rendimiento microbiano y menor



consumo estimado de MS, sin embargo, la produccion de leche fue significativamente menor a
los tratamientos TCF y TCA, lo cual seria reflejo del menor consumo de materia seca y/o
energia.

Wittwer y col. (1993), consideran que la concentracioén de urea en leche seria un buen
indicador de la relacion energia: proteina de la dieta. Pareciera ser, que en el presente ensayo
esta relacion no fue la mas adecuada, debido a que Aguilera (2003), reportd valores de 7,21;
6,84 y 7,31 mmol/l de urea en leche, para los tratamientos TSP, TCF y TCA, respectivamente
(p > 0,05), siendo el valor maximo recomendado para la especie de 5,71 mmol/l de urea
(Jonkers y col., 1999). Ademas, al comparar los resultados con los de Delahoy y col. (1993),
se observo que éstos presentaron menor eliminacion de urea por la leche, (5,32 y 5,5 mmol/l,
para la suplementaciéon con maiz molido y coseta de remolacha, respectivamente), en
comparacion al presente ensayo.

La alta concentracion de urea en leche se puede explicar por el alto contenido de
proteina en la pradera durante la primavera, estacion en la cual generalmente se registran los
valores de urea mas altos en leche (Wittwer, 1996). Ademas, ambos concentrados utilizados
también contenian altos valores de proteina, cercanos al 17% (Cuadro 2). Pareciera ser que la
alta cantidad de N aportada en los diferentes tratamientos, no pudo ser utilizada eficientemente
por los microorganismos ruminales. Esto se podria deber a que la energia, aunque mayores a
los requerimientos para vacas con las caracteristicas de este ensayo, no fue suficiente para que
los microorganismos utilizaran eficientemente la gran cantidad de N proveniente de la pradera,
del concentrado o catabolismo corporal. También podria explicarse por una asincronia entre la
degradacion de la fuente de carbohidratos y la proteina en el tratamiento con concentrado a
base de fibra y a una baja de pH ruminal al utilizar el tratamiento con concentrado a base de
almidon. Esto pudo haber llevado a que la alta cantidad de nitrogeno de la dieta no se utilizara
eficientemente para la sintesis de PMC.

Delahoy y col. (2003), mencionan que el concentrado basado en almidén, disminuye la
concentracion de urea en leche, lo que sugeriria que las vacas alimentadas con este
concentrado utilizarian mejor el N disponible en la dieta, que las vacas suplementadas con
concentrados fibrosos, situacion que no ocurrid en este ensayo. Por el contrario, Webster
(1993), menciona que los concentrados amildceos, por su rapida fermentacion en el rumen,
promoverian un aumento de acidez en el rumen, por lo que se esperaria un efecto negativo en
el funcionamiento ruminal. Por otro lado Twigg y Van Gils (1988), sefialan que los
carbohidratos estructurales presentes en la coseta de remolacha, aunque altamente digestibles,
no estan inmediatamente disponibles para ser incorporados dentro de la proteina microbiana,
produciendo una asincronia entre la tasa de digestion de la fuente de carbohidratos y de la
proteina de la pradera. Esto lleva a aumentar la produccion de urea, situaciéon que ocurrié en
este ensayo.

Sin embargo, en el presente ensayo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) en la excrecion de urea por litro de leche al utilizar diferentes fuentes
de carbohidratos en los concentrados, lo que sugiere que los diferentes carbohidratos en la
dieta, no mejoran la utilizacion del nitrégeno ruminal.



Respecto a los valores de proteina microbiana total (PMCT) y proteina microbiana
digestible (PMCD) obtenidos en cada tratamiento (Cuadro 4), se observd que ambas variables
aumentaron desde el tratamiento s6lo de pradera al tratamiento con concentrado a base de
coseta de remolacha, incrementdndose aun mas al suplementar con concentrados a base de
cebada, sin embargo, estos aumentos no fueron estadisticamente significativos (p > 0,05).
Seglin Rearte (1997), el suplemento, cualquiera que sea, s6lo modificara el ambiente ruminal,
cuando tenga un efecto mayoritario y significativo en el consumo total de MS, lo cual no
ocurrio en este ensayo.

En un estudio realizado por Orellana y col. (1998), los valores de PMCD obtenidos
fueron de 157 g/dia al aportar una dieta de paja de trigo mas trébol blanco con ballica, y de
844,2 g/dia al aportar ensilaje de maiz, heno de alfalfa, coseta de remolacha y concentrado,
siendo estos mayores a los obtenidos en este ensayo.

Segun AFRC (1993), para el tipo de vacas utilizadas en el ensayo, los requerimientos
de proteina metabdlica (PM) corresponden aproximadamente a 1786 g/dia. El aporte de
PMCD en el ensayo fue de 615,2 g/dia, por lo que al comparar estos valores, con los
requerimientos, se pudo apreciar que los valores de proteina microbiana digestible no
coinciden con los sefalados por Dewhurst y col. (2000), quienes mencionan que sobre la
mitad de los aminoacidos (66 a 75%) derivan de la proteina microbiana. En el presente ensayo
solo el 34% de la PM (aproximadamente) correspondié a PMCD, lo que nos indica que estos
valores se encuentran por debajo de lo propuesto por Dewhurst y col. (2000). Esto podria
deberse a que el exceso de nitrogeno ruminal presente en el ensayo, dio origen a una alta
cantidad de amoniaco que se transforma a urea. Esta transformacion considera un gasto
energético, lo que disminuiria la energia disponible para los microorganismos ruminales
(Twigg y Van Gils, 1988). Otros factores que podrian estar involucrados en la baja sintesis de
PMC, son una deficiencia de fosfato y azufre en la racidn, ya que el fosfato es necesario para
la sintesis de 4cidos nucleicos microbianos y el azufre es necesario para la sintesis de
metionina y cisteina, aminoacidos presentes en la proteina microbiana (Bondi, 1988). Ademas,
en el caso del tratamiento TCA, es posible que la rapida fermentacion del almidon haya
conducido a disminuir el pH ruminal, afectando el funcionamiento ruminal (Webster, 1993),
lo que conduciria a una disminucion de la sintesis de PMC. Todos estos factores, a la vez de
disminuir la PMC, aumentan la excrecion de urea por la leche, tema discutido anteriormente.

Segun Twigg y Van Gils (1988), la detoxificacion hepatica del exceso de amoniaco
ruminal requiere 0,2 Mcal de energia neta (EN) por 100 g de PC consumida en exceso. Los
requerimientos de energia neta para la produccion de 1 litro de leche diario son 0,69 Mcal EN
(NRC, 1989). Por lo tanto, un exceso de 400 g de PC consumido, provocaria una disminucion
de 1,15 litros de leche al dia por animal, lo que impediria que las vacas expresen todo su
potencial productivo. En otras palabras, podemos decir que es de gran importancia aportar una
dieta balanceada (relacion energia: proteina) a los animales, para no disminuir la sintesis de
PMCy a la vez no disminuir la produccion de leche.

Cabe destacar, que posiblemente las diferencias no fueron estadisticamente
significativas, ya que el método utilizado (toma de muestras puntuales de orina), segin



Tamminga y Chen (2000), tiene menor sensibilidad que el método de recoleccion total de
orina. Por lo tanto, la estimacion de la sintesis de proteina microbiana, basada en la excrecion
urinaria de DP, no debe ser utilizada como un valor absoluto, sino que como un valor
comparativo entre tratamientos (Tamminga y Chen, 2000), para evaluar la condicién
nutricional de las vacas en pastoreo.

CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente ensayo se obtuvieron de acuerdo a los objetivos de
estimar la sintesis de proteina microbiana y rendimiento microbiano en vacas lecheras a
pastoreo, con y sin suplementacion con dos tipos de concentrados con diferentes fuentes de
carbohidratos.

1. La sintesis de proteina microbiana no mostr6 diferencias significativas entre el
tratamiento con solo pastoreo (TSP), y los tratamientos con pastoreo mas concentrado a base

de fibra (TCF) y a base de almidén (TCA).

2. La suplementacion con dos tipos de concentrados con diferente fuente de
carbohidratos, no afectd la sintesis de proteina microbiana en las vacas lecheras a pastoreo.

3. El rendimiento microbiano no presentd diferencias entre los distintos tratamientos.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Excrecion diaria de creatinina en la orina (mg/dia) y volumen urinario diario (VO)
(I/dia), en vacas lecheras a pastoreo primaveral suplementadas con dos tipos diferentes de
carbohidratos en el concentrado.

TSP TCF TCA d.e.
Creatinina 119,5% 119,9% 121,1* 1,5
mmol/dia
VO (I/dia) 32,8" 28,4° 30,6° 1,3

Letras iguales en una fila indican diferencias no significativas (p > 0,05).

Anexo 2. Peso vivo (Kg) de vacas lecheras a pastoreo primaveral suplementadas con dos tipos
diferentes de carbohidratos en el concentrado (Pablo Aguilera, 2003).

Peso vivo

N° vaca TSP TCF TCA
1960 540,5 524 529
274 542 525 528,5
1955 601 575,5 595
2160 507 481,5 493.5
2068 4745 503 470
1167 522 533,5 520
1201 501,5 510,5 519,5
992 529 535,5 534,5
1973 490 494 509
1191 481,5 503,5 521,5
1108 565,5 580,5 600,5

1188 485 492 501
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