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1. RESUMEN

El propdsito del presente ensayo fue estimar la sintesis de proteina microbiana ruminal
y el rendimiento microbiano en vacas lecheras a pastoreo primaveral sometidas a tres
frecuencias de suplementacién con concentrado.

El ensayo tuvo una duracién de 65 dias. Se utilizaron 21 vacas Frison Negro, lasque ad
inicio del ensayo, presentaban en promedio una produccién de leche de 29,7 L/dia, un peso
vivo de 501,9 kg y se encontraban dentro del segundo mes de lactancia.

Los tratamientos fueron: pastoreo + 6 kg de concentrado, dos raciones de 3 kg a dia
(PFS2), pastoreo + 6 kg de concentrado, tres raciones de 2 kg al dia (PFS3) y pastoreo + 6 kg
de concentrado, cuatro raciones de 1,5 kg a dia (PF4). Por tres dias consecutivos a la
semana, se obtuvieron 2 muestras de orina diaria, con posterioridad a las ordefias de |a mafiana
y latarde. En laorina se determind la concentracion de creatinina, &cido 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 |os tratamientos PFS2, PFS3 y PFS4 |a sintesis de proteina microbiana diaria fue
de 1097,4; 1079,0 y 1087,4 g/vacald, respectivamente (P>0,05; EE=48,2) y la sintesis de
nitrégeno microbiano (NM) por kg de materia seca ingerida (MSI) fue de 8,5; 8,7y 9,2 g
NM/kg M Sl/vacald (P>0,05; EE=0,9).

En consideracion a los resultados obtenidos, se concluye que la variacion de la
frecuencia de suplementacion en 2, 3 0 4 veces a dia con 6 kg de concentrado, no modificala
sintesis de proteina microbiana en vacas lecheras a pastoreo.

Palabras claves: purinas, proteina metabolizable, proteina microbiana, vacas lecheras.



2. SUMMARY

EFFECT OF FREQUENCY CONCENTRATE SUPPLEMENTATION IN
MICROBIAL PROTEIN SYNTHESISFOR GRAZING DAIRY COWSDURING
SPRING

The purpose of experiment was to evaluate the microbial protein yield and synthesis
efficiency with three frequency concentrate supplementation for lactating dairy cows on spring
pastures.

21 Friesian cows yielding 29,7 L/d were assigned to a completely randomized design
for 65 days. The treatments included: grazing plus 6 kg concentrate with supplementation
frequency (GSF) of two ration of 3 kg/d (GSF2), grazing plus 6 kg concentrate, three ration of
2 kg/d (GSF3) and grazing plus 6 kg concentrate, four ration of 1,5 kg/d (GSF4). The cows
were managed under a strip grazing system on pasture, consisting mainly of perennial rye
grass.

To estimate microbial protein synthesis and microbial yields per kg/DMI, urine
samples were collected from each dairy cow twice a day after milking, during three days of
every single week for determination of creatinine, uric acid and alantoin. The daily excretion
levels of these purine derivatives, absorbed purines and microbia nitrogen supply, were used
to calculate the contribution of digestible microbial protein.

Daily microbial protein synthesis, for the treatment GFS2, GFS3 and GF4 were
1097,4; 1079,0 and 1087,4 g/cow/day (P>0,05; EE=48,2) and microbial yield per kg DMI to
8,5; 8,7y 9,2 g MN/kg DMI (P>0,05; EE=0,9), respectively.

The results suggest that concentrate supplementation frequency in 2, 3 or 4 times to

day, did not affect significantly the synthesis of ruminal microbia protein in dairy cows on
pasture.

Key words: purine, metabolizable protein, microbia protein, dairy cows.



3. INTRODUCCION

Chile cuenta con una superficie aproximada de 75,4 millones de hectéreas, de las
cuales 5.047.324 hectéreas son de uso agricola 0 pecuario y de éstas s0lo el 17% son
destinadas a la produccién de leche (Baocchi 19997). La Décima Region de Chile cuenta con
una superficie de 1.350.000 hectéreas de praderas (Chile 1997), de las cuales la superficie
destinada alalecheria es estimada en mas de 563.000 hectareas (Latrille 1998).

En el VI Censo Nacional Agropecuario se determing, que la Décima Region presenta
una poblacion de 380.000 vacas, de un total nacional de arededor de 620.000, lo que
corresponde al 61,5% del total de vacas lecheras del pais (Chile 1997), demostrando la
importanciaecondémicadel rubro lechero en estaregion de Chile. El objetivo del rubro lechero
ha sido elevar la produccion de leche, mediante el uso de genotipos especiaizados
(Butendieck y col 1995). Estos aumentos en la produccién de leche, han tenido y tendran
consecuencias en lanutricion y en el manejo de los animales, por ello es de interés conocer si
estos animales responden con diferente eficiencia a cambios de cantidad, calidad y frecuencia
de suplementacion con concentrado.

3.1. RECURSOSALIMENTICIOS PARA EL GANADO LECHERO

3.1.1. Lapradera, principal recurso alimenticio

En el sur de Chile los sistemas de produccion de leche basan su aimentacion
fundamentalmente, en el pastoreo directo de praderas permanentes (Balocchi y col 2002). El
uso prioritario del pastoreo de praderas permanentes en la aimentaciéon del ganado de la
Décima Region, representa ventgjas comparativas con respecto a otras zonas del pais
(Balocchi 1999°), es por estarazon, que el uso de praderas para la produccion de leche resulta
una buena alternativa para la aimentacion animal, debido a que es una fuente barata de
nutrientes para los rumiantes (Peyraud y Delaby 2001) y por lo tanto, se debe utilizar d
maximo en |as raciones (Jahn 1996).

La produccion anual de estas praderas varia entre un rango de 4 toneladas de materia
seca (MS) por afo para praderas no fertilizadas hasta 12 toneladas de MS por hectérea en
condiciones de fertilizacion completa (Balocchi 1998). La composicion nutritiva de estas
praderas manejadas bajo pastoreo poseen un promedio de 20 a 25 % de proteina cruday 2,8
Mca de EM por kg MS, constituido ademés por un 35 a 40 % de fibra detergente neutro
(Muller 1999), composicion que segun Anrique (1990) alcanza para lograr una produccion
l&ctea de 24 litros por vaca a dia, solamente a pastoreo.

En estos sistemas, la produccién es dependiente en gran medida del consumo y de la
calidad del forraje disponible, del nimero y productividad de los animales utilizados (Peyraud
y col 1997). Los sistemas de pastoreo eficientes se caracterizan por una alta produccién de



leche por unidad de superficie, mientras que los sistemas a confinamiento son caracterizados
por una alta produccion por vaca (Clark y Kanneganti 1998).

3.1.2 La estacionalidad dela pradera

La produccién de leche basada en el pastoreo presenta gran variabilidad, ya que ésta
depende del potencial productivo de los animales, y de la disponibilidad y calidad de la
pradera (Holmes 1989).

Muller (1999) sefiala que los mayores requerimientos nutricionales de las vacas de alta
produccion no siempre se satisfacen sélo con la pradera, debido a que los nutrientes varian
durante el afio, tanto en cantidad como calidad. La disponibilidad de la pradera es mayor en
primavera (39%) y en verano (29%), seguido por un periodo interesante en otofio (25%) y bajo
en invierno (6%). Dada la continua variabilidad en produccion y calidad de la pradera (niveles
de carbohidratos no estructurales y de materia secay degradabilidad de la proteinadel forrgje),
existen épocas en que € forrge no satisface los requerimientos energéticos de animales a
pastoreo (Leaver 1985; Holden y col 1994). En consecuencia, debido a las condiciones
climaticas imperantes del sur de Chile, la marcada estacionalidad en el crecimiento de las
praderas obliga a realizar un balance forrgero anual, en € cual se debe contemplar varias
estrategi as que permitan suplir dicho inconveniente (Balocchi 1998).

Con respecto al aimento, el consumo de materia seca, es la variable méas importante
gue influye en la productividad de la vaca lechera (Pulido 1999). Segun Leaver (1986), vacas
lecheras en pastoreo tendrian consumos promedio de materia seca menores de 3% de su peso
Vivo, pero que éste podria aumentar hasta un 3,5% en vacas de alta produccion.

Pulido (1999) sefiala que animales de produccion consumen sblo entre 0,2 y 0,4 % de
materia seca adiciona de forrgje por cada kilogramo de incremento en la produccion de leche,
pudiendo aumentar de esa forma el balance nutricional negativo. Reportes nacionales indican
gue en primavera, los consumos de materia seca obtenidos, permiten producir entre 20 a 25
kg/dia, bajo buenas condiciones de pastoreo (L anuza 1988; Beck y Pessot 1992).

3.1.3 Uso estratégico de suplementacion
Como se menciond anteriormente, para sobrepasar el limite maximo en produccion que
impone la pradera es necesario recurrir al uso de alimentos suplementarios (Pulido 1999).

Entre los objetivos principales de la suplementacion en pastoreo estdn maximizar la
produccién de leche por unidad animal, aumentar la carga animal y la produccion de leche por
unidad de superficie, mejorar €l uso de la pradera a través de mayores cargas, mantener o
mejorar la condicién corporal y los indices reproductivos, lograr mayor persistencia de la
lactancia e incrementar la cantidad de proteina lactea (Kellaway y Porta 1993). Segun Peyraud
y Delaby (2001), esto se lograria a consecuencia del aumento en el consumo de energia junto
al de materia secatotal.

Las estrategias apropiadas para suplementar vacas de ata produccién, requieren de la
comprension de los efectos de |os diferentes tipos de suplementos sobre € consumo de materia



seca, del desempefio animal y de la digestion ruminal, ademas de proveer los nutrientes que
cubran las deficiencias nutricionales de la pradera, teniendo en cuenta los requerimientos de
los animales, segun su estado fisioldgico y condicion corpora (Kellaway y Porta 1993). Las
mayores respuestas a la suplementacion, pueden ser encontradas en las vacas de alto mérito
genético, debido a que éstas destinan la mayor parte de los nutrientes suplementados a la
produccién de leche y una menor proporcién ala mantencidn o recuperacion de la condicion
corporal, en relacion alas vacas de reducido mérito genético (Kellaway y Porta 1993).

En genera existen dos estrategias, la primera considera el uso de forrgjes conservados
0 de cultivos suplementarios de verano y de invierno (Balocchi 1998). La otra estrategia
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 ata produccion
mantenidas a pastoreo (Kolver y Muller 1998).

Sin embargo, es conocido que la suplementacion energética no siempre tiene el efecto
esperado, existiendo otros factores limitantes tales como las cantidades de carbohidratos
estructurales y no estructurales, de materia seca y la cantidad y tipo de proteina presente.
Todos éstos actuarian solos 0 asociados d aporte de energia (Kellaway y Porta 1993; Peyraud
y col 1997; Muller 1999).

Bgo el escenario econdmico en que se desarrollan actualmente las lecherias del sur de
Chile, es necesario considerar el precio de laleche y €l precio relativo del concentrado (Jahn
1996), ya que €l costo por kg de MS de forraje es significativamente menor que el costo por
kg de MS de concentrado (Balocchi 1999°), razén por la cua, la suplementacién con
concentrado en animales en pastoreo debiera ser estratégica, con el proposito de suplir el
déficit de M S, energia metabolizable (EM) y de nutrientes especificos, asi como aumentar la
produccién por sobre la obtenible exclusivamente a pastoreo y de esta manera ofrecer una
dieta balanceada, manteniendo una racién de bajo costo (Pulido 1997). Es asi como vacas que
se mantienen pastoreando una pradera de ata cdidad y sin suplementacién, presentan una
ingesta méas bajade MS (19,0 vs. 23,4 kg MS/dia) y una menor produccién de leche (29,6 vs.
44,1 kg leche/dia), que las vacas suplementadas (Mc Gilloway y Mayne 1996).

No obstante, a suplementar las vacas a pastoreo, € consumo de pradera decrece, |0
gue es definido como tasa de sustitucién (Kellaway y Porta 1993). Recientemente, se informé
gue la tasa de sustitucion se debe principamente a un cambio en el comportamiento
alimenticio de los animales en pastoreo (Mayne 1991; Pulido 1997), mediado por un menor
tiempo de pastoreo. Rearte (1997) sefiala, que el uso de suplemento conlleva a un efecto de
sustitucion de forragje por concentrado, por lo que la eficiencia de la suplementacién es
generalmente baja (0,5 kg de leche/ kg de concentrado) y dependera 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. Es aceptado que
la tasa de sustitucion es el principal factor que contribuye en la variacion de la produccién de
leche (Thomas y col 1991), por lo tanto, bajas tasas de sustitucién, producen mayor
produccién de leche por kilogramo de suplemento (Bargo y col 2002).



La cantidad de pradera ofrecida por vaca a diaes el factor que tiene mayor efecto en la
tasa de sustitucion (Bargo y col 2002). En un estudio realizado por Kellaway y Porta (1993),
se determind que vacas con una produccion de leche menor a 20 kg/dia y aimentadas con
pradera restringida, responden con un promedio de 0,6 kg de leche/lkg 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), sefidan que la tasa de sustitucion es menor cuando la
ingesta de energia es menor a los requerimientos de la vaca. Es decir, una baja tasa de
sustitucion y una dta respuesta productiva, pueden ser esperadas en vacas lecheras de ata
produccién, debido a su alto potencial genético de ingesta y produccion de leche, y baa
utilizaciéon de energia proveniente del concentrado para su mantenimiento (Kellaway y Porta
1993).

3.1.4 Nivel y frecuencia de suplementacion

Ha sido reportado que los alimentos concentrados producen menores tasas de
sustitucion que adimentos voluminosos y que la tasa es mayor a mayor nivel de
suplementacion (Kellaway y Porta 1993). Es decir, animales de alta produccion y con bgos
niveles de suplementacion tendrian tasas de sustitucion menores (Bao y col 1992). Pulido
(1997) sefiad que vacas lecheras en pastoreo primaveral con suplementacion sobre los 6 kg
diarios producian un gran efecto depresivo sobre el tiempo de pastoreo, con la consecuencia de
unamenor eficiencia de kg de leche por kg de concentrado.

Las repuestas esperadas en produccidon de leche en vacas de ata produccion a
cantidades crecientes de suplementacion con granos, disminuyen desde 1,3 a 0,5 kg de
leche/kg de concentrado cuando los niveles de suplementacién se incrementan de 2 a sobre 8
kg/vacaldia, respectivamente (Muller 1999).

En los sistemas pastoriles, sblo se mangja la frecuencia en e suministro del
concentrado generalmente durante las ordefias. Es aceptado que la suplementacién con
concentrado es facilmente mangjada en los sistemas confinados donde se suministra el
alimento diariamente a distinta frecuencia en comederos (Rearte 1997).

La literatura es escasa en relacion a efecto que generarian diferentes frecuencias de
suplementacion en vacas lecheras a pastoreo. Segun Gibson (1984) las vacas que reciben
suplementacion con mayor frecuencia mostrarian un pequefio efecto positivo sobre €
contenido de grasa en laleche y, en menor medida sobre la produccién lactea.

Sin embargo, recientemente, Hongerholt y col (1997) sefidan que el aumento en la
frecuencia de aimentacion de vacas en pastoreo permitiria aumentos en el consumo y en la
eficiencia con que el alimento es utilizado, beneficiaria la digestion ruminal, el metabolismo
tisular y la produccion de leche. Ademas habria una menor demanda de capacidad ruminal
asociada ala frecuencia de alimentacion, lo que resultaria de un mayor consumo.



Este aumento en la frecuencia reduciria también las fluctuaciones diurnas en la
concentracion de metabolitos y de pH en rumen y en el flujo de ingesta a intestino delgado.
Ello resultaria en una oferta més consistente de &cidos grasos volatiles y de aminoécidos al
flujo sanguineo y ala glandula mamaria de la vaca (Rearte 1997).

3.2. PROTEINA MICROBIANA RUMINAL

La proteina es el nutriente més costoso y limitado para animales de ata produccion
(Van Kessal y Russel 1995), sin embargo, los rumiantes tienen la ventgja 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 nitrégeno no proteico (NNP),
convirtiéndolos en proteina bacteriana de excelente caidad (Cafas 1998). Por lo tanto, la
proteina que escagpa de la degradacion ruminal es méas cara gue la proteina microbiana, por 1o
gue la eficiencia de la produccion de proteina microbiana tiene mayor impacto en la
produccién animal (Van Kessel y Russel 1995).

Desde un punto de vista nutricional y econdmico esto se ha explotado utilizando
fuentes nitrogenadas no proteicas de bajo costo, permitiendo que los microorganismos
sinteticen proteina para satisfacer los requerimientos de aminoécidos del animal (Cunningham
1999).

3.2.1 Origen y sintesis de proteina microbiana

La proteina metabolizable se define como la proteina total digestible (aminoécidos)
disponible para e metabolismo del animal, después de que el alimento ha sufrido el proceso
de digestion y de absorcion anivel del tracto gastrointestinal. Esta proteina esta compuesta por
proteina microbiana digestible y proteina dietaria no degradable (AFRC 1995). La proteina
microbiana digestible se origina de la actividad metabdlica y replicacion de los
microorganismos ruminales, los cuales sintetizan proteina a partir de la energia fermentable
presente en e alimento y de los aminoacidos o NNP, originados de la degradacion de la
proteinadietariaanivel rumina (AFRC 1995).

La cantidad de proteina de los forrges que se degrada en el rumen, varia entre un 30%
para las proteinas menos solubles hasta un 80% para la mayoria de las raciones. Durante su
paso por el rumen, gran parte de ella es degradada hasta aminoacidos, |os cuales daran origen
finalmente a los &cidos grasos volétiles, didxido de carbono y amoniaco (Bondi 1988). El
amoniaco es utilizado por los microorganismos ruminales, si existe suficiente energia, parala
sintesis de proteina microbiana. (Maynard y col 1988). En circunstancias normales a 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.
Lamayor parte de la urea es excretada por la orina, con un consiguiente gasto energético para
el animal y la otra parte, significativamente 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 aminoécidos son utilizados para sintetizar proteinas que participan en
el crecimiento de tgjidos, en la produccion de proteina lactea y en el metabolismo normal
(Bondi 1988).

Se ha sefialado, que dos tercios a tres cuartos de los aminoécidos absorbidos por el
rumiante derivan de la proteina microbiana (Dewhurst y col 2000). Clark y col (1992) indican
gue el 59% de la proteina que llega a intestino delgado corresponderia a origen microbiano.
De esta proteina microbiana, el 25% corresponde a acidos nucleicos, los cuales no pueden ser
utilizados por € 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, e 75% de la proteina
microbiana corresponde a proteina microbiana verdadera como proteinas, péptidos y
aminoécidos libres, de los cuaes € 85% es digestible a nivel intestinal. De este modo, €
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

La cantidad de energiay nitrégeno (N) disponible en el rumen, y € nivel de consumo
de aimento por € animal son los factores nutricionales que mas limitan el crecimiento
microbiano (Clark y col 1992). La energia fermentable en el rumen es necesaria para que la
fraccion degradable ruminamente, de la proteina dietaria y e nitrdgeno no proteico, sean
eficientemente utilizados por los microorganismos del reticulo-rumen para su crecimiento y la
sintesis de proteina microbiana (AFRC 1995).

Segun Valadares Filho (1995), los carbohidratos constituyen la principa fuente de
energia para el crecimiento de los microorganismos ruminales. Sin embargo, la proteina bruta
puede contribuir como fuente energética (via fermentacion de los esqueletos de carbono
derivados de la deaminacion de aminoécidos), aunque ésta no sea su funcion principa en €
rumen.

Clark y col (1992) verificaron que la alteracion de la relacion voluminoso/concentrado
en la dieta podria influir en el crecimiento microbiano, a raiz de la variacion de energia.
Dependiendo del tipo de carbohidratos que contengan los concentrados, ya sean estos en base
a dmidon o fibra digestible, variaria 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 €l pH del rumen, facilitando la sintesis de proteina microbiana y
aumentando la produccion de leche (Muller 1996). Por otro lado, €l uso de concentrados
amilaceos por su rapida fermentacién en € rumen, promueven un incremento en la acidez con
disminucién del pH ruminal, dterando la ecologia microbianay del consumo de materia seca



(Sniffen y Robinson 1987), esto llevaria a dtas tasas de sustitucion de forraje por concentrado,
por lo que es esperable un efecto negativo en el funcionamiento ruminal (Webster 1993).

Otro factor a ser considerado en la sintesis de proteina microbiana es la sincronizacion
de los aportes de N y de substratos que aporten energia para los microorganismos del reticul o-
rumen, ya que se ha sugerido que una correcta sincronizecion mejoraria la captura y
utilizaciéon de la proteina degradable en & rumen y aumentaria los niveles productivos del
anima (Kolver y col 1998). Es por ello que, en vacas lecheras de sistemas pastoriles, se
requiere € aporte de un suplemento como una fuente de energia adiciona a la pradera'y de
ata disponibilidad en e rumen, para asi mejorar la utilizacion de las altas cantidades de
proteina degradable de la pradera en primavera y de esa manera estimular la sintesis de
proteina microbiana (Muller 1999). Sin embargo, en un estudio reaizado por Kolver y col
(1998), no se logré6 aumentar la produccion de leche a sincronizar la degradacion de los
carbohidratosy el N de la pradera via suplementacion energética

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 aminoacidos 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%, ésta 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 latasa de pasgje, la cua esta directamente rel acionada
con el consumo (AFRC 1993).

3.3LOSDERIVADOSDE PURINAS

3.3.1 Origeny destino

L os derivados de purinas (DP) se originan de tres fuentes posibles: bases puricas de
microorganismos ruminaes, purinas dietéticas y purinas de origen enddgeno, esta ultima
fuente como resultante del recambio tisular de los animales. En rumiantes los DP provienen
principamente de acidos nucleicos de microorganismos ruminaes que fluyen a duodeno
donde son digeridos y absorbidos (Antoniewicz y col 1981).

En rumiantes, aantoina (A), é&cido Urico (AU), hipoxantina (HX) y xantina (X),
corresponden al producto final del catabolismo de las purinas y col ectivamente se les conoce
como derivados de purinas (DP) (Fujiharay col 1987).

La principa via de eliminacion 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 através de la
pared intestinal) y laleche (Chen y Gomes 1992).

La excrecion urinaria de derivados de purinas (DPe) en rumiantes puede ser usada para
estimar el flujo intestinal de proteina microbiana. Paralograr esto, primero se requiere estimar
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los requerimientos de N de los rumiantes y la cantidad de éste que es digerido y absorbido en
el intestino delgado. Esta estimacion debe diferenciar entre el N de origen dietético que escapa
a la degradacion rumina (sobrepasante) y el N de origen microbiano (Sandoval y Herrera
1999).

La DPe diaria esta relacionada directamente con la cantidad de purinas absorbidas
(cantidad de écidos nucleicos microbianos absorbidos) por el duodeno y por lo tanto, con la
sintesis de proteina microbiana en los rumiantes (Rys 'y col 1975; Cheny col 1991).

En bovinos, solamente se ha encontrado A y AU en la orina, debido a que poseen una
ata actividad de la enzima xantina oxidasa en la sangre y tejidos. Esta enzima convierte la
xantina e hipoxantina en &cido Urico, previo a su excrecion por la orina, excretandose
finamente solo alantoinay &cido Urico (Chen y Gomes 1992), los cuales no estén disponibles
para ser utilizados por el tegjido animal (Verbic y col 1990). Consecuentemente, la dantoina es
el DP maés 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 determinacion de los DP urinarios es un indicador Util en estudios de nutricién de
rumiantes, ya que a partir de elos es posible cacular la cantidad de acidos nucleicos
microbianos metabolizados por € animal y obtenidos de los microorganismos ruminales
(Tammingay Chen 2000).

Numerosos trabgos han demostrado que existe dta correlacion entre la infusion
abomasal de &cidos nucleicos con la excrecion de DP urinarios (Chen y col 1992°). Para
obtener la totalidad de los DP (alantoina 'y acido Urico) excretados diariamente se requiere la
recoleccion diaria total de orina, pero para hacerlo gplicable a condiciones de animales en
produccién y pastoreo, es necesario simplificarlo hasta obtener muestras puntuales de orina
Esto es posible ya que la produccién de DP es constante durante el dia (Cheny col 1992°) y la
dilucion de la orina se puede corregir mediante la concentracion de la muestra urinaria con un
marcador interno o externo (Orellanay col 1998).

La creatinina (CT), producto final de la degradacién de la fosfocreatining, es un
metabolito que se considera como un marcador interno (Gonda 1995), ya que cumple con los
requisitos de ser excretada por la orina a una tasa constante con bgja variabilidad durante €l dia
y de ser independiente, tanto del consumo de alimento como de la produccion y digestion de
los microorganismos ruminaes (Orellana y col 1998). Se%L'Jn Brody (1945), es excretada en
proporcion a 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) determinaron que la excrecion
diariade aantoina (A) y creatinina (CT) en ovejas fueron lo suficientemente constante como
para predecir la excrecion diaria de A a partir de la tasa A/CT de la orina con una alta
correlacion entre los valores medidos en la orina total (r=0,86; CV=13,3%). La tasa A/CT
puede ser corregida por el peso metabdlico para facilitar la comparacién entre animales (Chen
y col 1992°).
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Para calcular la excrecion diariatotal de DP se utiliza la siguiente ecuacion (Tamminga
y Chen 2000):

Y = (0,385 W°™) + 0,85 X

Donde:

Y : Excrecion diariatotal de DP (mmol/dia-1).
WO Peso metabdlico corporal.

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

3.3.2 Factores que influyen en la excr ecion de derivados de purinas

Lacalidad de la dieta puede influir en el aporte de nitrégeno microbiano, sin embargo,
la concentracion de DP en muestras puntuales de orina puede no reflegjar este efecto por
razones relacionados con el volumen urinario y el catabolismo de los tejidos. De esta manera,
no es sorprendente que la concentracion de DP en la orina tenga poca relaciéon con la ingesta,
cuando la energia es insuficiente paralas necesidades de mantenimiento (Nsahlai y col 2000).

El estado de lactancia es otro factor que influye en la concentracién de DP excretados
en laorina, yaqgue laexcrecion de DP en laorinano es constante alo largo de la lactancia. En
la lactancia temprana la proporcién de bases puricas recuperadas en la orina (0,44 + 0,06) es
significantemente menor que en la lactancia tardia (Gonzaez-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 aternativamente la distribucion entre la via rena y no rena (Gonzélez-
Ronquillo y col 2003).

Cuando se utiliza la excrecién 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).

3.3.3 Aporte endbgeno a la excrecidn de derivados de purinas

En la orina de los bovinos, tanto las purinas enddgenas como las exdgenas poseen una
composicion similar, de aproximadamente 85% de alantoina y 15% de &cido drico. La
excrecion endogena de DP, por kg de peso metabdlico, en los bovinos es de 530 pmol/kg
PV%™ por dia (Chen y Gomes 1992). Esta fraccion proviene de los cidos nucleicos de los
tejidos. Su vaor no es constante entre especies (Chen y col 1990; Orellana Boero y col 2001)
ni dentro de una misma especie (Liang y col 2004), y no se maneja informacion sobre si es
afectado por la produccion o el estado fisiologico de los animales (Gonzalez-Ronquillo y col
2003). Seglin Chen y col (19929, la excrecion enddgena esta relacionada con el peso
metabolico de los animales, por 1o que a aumentar éste, la excrecion enddgena también
aumenta. En bovinos se ha estimado que la excrecion enddgena de DP es de 385 micromoles
por kg de peso metabdlico (umol/kg PV®™) al dia y se sugiere, que el coeficiente de
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recuperacion de los DP enddgenos es de 0,85, considerando que la recoleccion nunca es
completa, porque hay pérdidas por diferentes vias metabodlicas (Verbic y col 1990).

3.4.METODOSDE ESTIMACION DE PROTEINA MICROBIANA RUMINAL

Lamedicién del contenido de proteina microbianarumina es un éreaimportante en el
estudio de la nutricion proteica de los rumiantes (Vaadares y col 1999), ya que permite
predecir cuanta proteina aporta el ambiente rumina a intestino delgado, con €l fin de corregir
problemas en la dieta y utilizar de mejor forma el nitrégeno que entregan los forrgies y las
fuentes de proteina de mayor costo econdmico (Dewhurst y col 2000).

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

- Técnica “in vitro”, la cua pretende simular las condiciones del rumen (Caflas 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 viva”, que mide la proteina microbiana producida en el rumen y la proteina
dietaria que se escapa de la degradacion rumina (AFRC 1993), usando animales con canulas
ruminales y/o duodenaes (Valadares y col 1999). Dichas técnicas que tienen la desventaja de
Ser invasivas, costosas, tediosas y sujetas a error.

Debido a la gran importancia que ha adquirido el bienestar animal en estos Ultimos
ahos, se ha desarrollado un método no invasivo de cuantificacion de la excrecion urinaria de
los derivados de purina. El método no requiere de procesos quirdrgicos en los animales ya que
s0lo se requiere contar con instrumental de laboratorio como un espectrofotometro ultravioleta
o un cromatégrafo (Tammingay Chen 2000).

La determinacién de la proteina microbiana a partir de la excrecion urinaria de los DP
es hoy una técnicade uso rutinario en bovinos, ovinos y caprinos. Este modelo ha sido posible
dado que se han identificado los DP en estas especies y se han determinado las relaciones
entre lainfusion de bases puricas y su recuperacion urinaria como DP asi como también se ha
cuantificado la contribucién enddgenay la recuperacion pararesintesis de &cidos nucleicos del
animal (sintesis de rescate) (Chen'y col 1990).

Finamente, este método asume que € paso de acidos nucleicos por € duodeno es
esencialmente de origen microbiano. En este lugar son digeridos y absorbidos como DP, los
cuales son excretados proporcionalmente por la orina (Vaadares y col 1999). Por lo tanto, la
excrecion de DP puede estimar la sintesis de proteina microbiana, si la razon purina: total de
nitrégeno microbiano ruminal es constante (Tammingay Chen 2000).
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35HIPOTESISY OBJETIVO DE LA MEMORIA DE TITULO

3.5.1. Hipotesis

La hipétesis que se plantea es que la variacion en la frecuencia de suplementacion con
concentrado modifica la sintesis de proteina microbiana ruminal en vacas lecheras a pastoreo
primaveral.

3.5.2. Objetivo

El objetivo de esta Memoria de Titulo es determinar el efecto sobre la sintesis de
proteina microbiana total (PMCT), proteina microbiana digestible (PMCD) y el rendimiento
microbiano (RM), en vacas lecheras a pastoreo primaveral sometidas a tres frecuencias de
suplementacion con concentrado, mediante la determinacién de derivados purinicos
excretados en laorina
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL EXPERIMENTAL

4.1.1. Ubicacion geografica y duracion del ensayo

El ensayo se redizd en el predio experimental “Vista Alegre’, de propiedad de la
Universidad Austral de Chile, ubicado a 6 kildbmetros al norte de la ciudad de Vadivia,
Décima region de Los Lagos, Chile. Geogréficamente se encuentra entre los paraelos
39%47°46"" y 39°48°54 "de latitud sur y los meridianos 73°13'13"" y 73°12°24"" longitud oeste,
aunaaltura promedio de 12 metros sobre €l nivel del mar.

El ensayo tuvo una duracion gproximada de 65 dias, realizdndose entre el 21 de
Septiembrey el 22 de Noviembre del 2004.

4.1.2. Animales

Se utilizaron 21 vacas multiparas de raza Frisdn Negro Chileno, seleccionadas de los
predios “Punahue’, “Santa Rosa’ y “Vista Alegre”, pertenecientes a rebafio lechero de la
Universidad Austra de Chile. Los criterios de seleccion dentro de dichos rebafios fueron la
época de parto (primavera), nimero de lactancia, produccion de leche, peso vivo y dias en
lactancia d inicio del ensayo. Lamediay la desviacion estandar de cada uno de los caracteres
de seleccion mencionados para el rebafio, a inicio del ensayo, fueron de 66,8 + 12,0 dias en
lactancia; 3,5 + 2,1 lactancias; produccion lacteade 29,7 + 4,8 litros a dia, condicion corporal
inicial de2,3+ 0,3 en laescaade 5 puntosy 501,9 + 46,5 kg de peso vivo.

4.1.3. Ambiente

Durante el periodo experimenta de pastoreo se presentaron en promedio
precipitaciones de 6,7 mm por dia aproximadamente, y una temperatura promedio de 12,3 °C
con unaminimay maximade 9,1 °Cy 17,8 °C, respectivamente.

4.1.4. Alimentos

4.1.4.1. Pradera. Para el ensayo de campo se utilizaron 5,2 hectéreas de pradera permanente
mixta mejorada, uniforme en cuanto a edad, composicion botanica y manejo (Cuadro 2). La
superficie fuedivididaen 5 potreros de gproxidamente 1,2 hectareas cada uno. La distanciade
los potreros a la sda de ordefia era de aproxidamente 600 metros. Cada potrero se subdividio,
con cerco eléctrico movil, para realizar un pastoreo rotativo en franja. Las mediciones de
disponibilidad de materia seca de la pradera se realizaron con un plato medidor de praderas
marca JENQUIP® (Filip's folding plate pasture meter, New Zealand).

4.1.4.2. Concentrado. Para la suplementacion se utilizé6 un concentrado peletizado de tipo
amilaceo, el cual estaba compuesto por 93% de grano de cebada, 5% de afrecho de sojay 2%
de melaza (Cuadro 3). Los materiales para manipulacion del concentrado fueron una balanza
electronica, bolsas plasticas y 1apiz marcador paraidentificacion de las bolsas.
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4.1.4.3. Sales Minerdes y agua. Las sales minerales fueron entregadas en forma diaria junto
con el concentrado. El agua de bebida fue entregada a libre disposicion, en el patio de espera
delasalade ordefio y en el potrero, mediante el uso de bebederos moviles.

4.1.5. Envases para toma de muestrasde orina

Para la recoleccion, se usaron frascos de plastico de 500 ml sin contenido a los cuales
se les coloco una malla filtradora en la parte superior para filtrar la orina y evitar la
contaminacion con material feca. Ademés se dispuso de jeringas para medicion y
transferencia del volumen de 9 ml de orina a los envases de almacenamiento. Para el
almacenamiento de las muestras de orina, se utilizaron frascos de pléstico estéril de 30 ml.
Cada frasco contenia 1 ml de &cido sulfurico (10% p/v), 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).

4.1.6. Romana

La romana utilizada, poseia una capacidad para 1.500 kg y presentaba un margen de
error en su lectura, de alrededor de 1 kg, encontrandose instalada a un costado de la sala de
ordefiadel predio.

4.2. METODO EXPERIMENTAL

4.2.1. Tratamientos

Los 21 animales fueron distribuidos en 3 grupos de 7 vacas cada uno, utilizandose un
disefio experimental aeatorio, acada grupo se le asignd un tratamiento durante todo el periodo
gue comprende el experimento, siendo asi cada grupo independiente del otro en cuanto a
alimentacion y potrero de pastoreo.

L os tratamientos fueron:

- PFS2: Pastoreo, més 6 kg de concentrado, entregados con una frecuencia de dos
raciones iguales al diade 3 kg, durante ambas ordefias diarias.

- PFS3: Pastoreo, més 6 kg de concentrado, entregados con una frecuencia de tres
raciones iguales a dia de 2 kg; dos durante ambas ordefias diarias y una tercera racion
ofrecidaen comedero ubicado en el potrero alas 12:00 hrs.

- PF$4: Pastoreo, més 6 kg de concentrado, entregados con una frecuencia de cuatro
raciones iguales al diade 1.5 kg; dos durante ambas ordefias diarias, la terceray cuarta
racion ofrecidas en comedero ubicado en el potrero a las 12:00 hrs. y 20:30 hrs,,
respectivamente.

" VETERSAL®, vacalechera alta produccion (VeterquimicaS.A.)
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4.2.2. Manejo y alimentacion de los animales

Los animales fueron mangjados en un sistema de pastoreo rotativo, asignandoles una
superficie de pradera repartida en dos franjas a dia mediante e uso de cerco eléctrico. Cada
franja se ofreci6 después de cada ordefia. El ancho de cada franja se relacion6 con e
crecimiento de la pradera, ofreciendo una disponibilidad de pradera que fluctud entre 35 y 40
kg MS/vacaldia y considerando una altura de residuo igua o mayor a 10 cm, evitando con
ello, queladisponibilidad y la altura fueran factores limitantes en el consumo voluntario.

La disponibilidad de pradera d ingresar y salir de cada franja, se ponder6 utilizando €
plato medidor, € cual mide la relacion entre la dtura y densidad de la cubierta pratense
(Hodgson 1990). Se realizaron 100 mediciones en forma de zig-zag, 3 veces ala semana, en €l
sector postpastoreo y prepastoreo de la superficie asignada a cada tratamiento, para obtener la
cantidad de materia seca (kg) que quedd como residuo y para determinar la cantidad de
pradera (kg) a ofrecer en la franja siguiente, respectivamente.

Las raciones de concentrado se pesaron diariamente con una baanza electrénica,
guardandose individualmente en bolsas plasticas identificadas con la cantidad (1,5; 20y 3,5
kg) de concentrado correspondientes a cada tratamiento. El concentrado fue ofrecido como lo
sefialad punto 4.2.1.

4.2.3. M uestreosy andlisis de losalimentos

La pradera para ser analizada quimicamente, fue muestreada semanalmente a azar.
L os cortes se efectuaron simulando |a atura de talgje realizado por los animales, a cua sele
denomind “pradera consumida’.

En e caso del concentrado, éste se muestreo separadamente a azar, desde varios sacos
diferentes. Las muestras de praderay de concentrado, fueron analizadas por el Laboratorio de
Nutricion Animal, de la Universidad Austra de Chile. Los andlisis quimicos redizados se
detallan en el siguiente cuadro (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Andlisis quimicos realizados en muestras de praderay concentrado.

Parametro Unidad M étodo Referencia
Bateman (1970)
Horno de ventilacion forzada a 60°C Assg?;?éll Z,n of
Materiaseca(MS) % por 48 horasy estufa a 105°C por 12 Analvtical
horas Y
Chemists
(AOAC 1996)
— o
Cenizastotades(CT) %dems Cacinaxionenmuflaads0™600°C 5 (1906)
por 5 horas
Proteinacruda(PC) % deMS Micro Kjeldhal (Nitrégeno x 6,25) Bateman (1970)
Fibra detergente 0 s -
&cido (FDA) Yo de MS Digestion con detergente &cido AOAC (1996)
Fibra detergente 0 L Van Soest y col
neutro (FDN) % de MS Digestion con detergente neutro (1991)
Energia Mcal/kg de Regresion apartir del vaor "D" Garridoy Mann
metabolizable (EM) MS (EM = 0,279 + 0,0325 x D %) (1981)
Extracto etéreo (EE) % deMS Andisisproximal Bateman (1970)

4.2.4. Recoleccion de muestras de orina

De cada animal se obtuvieron en total 6 muestras de orina a la semana, la recoleccion
se realizo durante 3 dias consecutivos, 2 veces a dia después de finalizadas las ordefias de la
mafiana y de la tarde. EI método de obtencion de la orina, fue por estimulacion vulvar,
desechandose |as primeras micciones. Mediante el uso de una jeringa, se transfirieron 9 ml de
orina desde el frasco colector a un frasco estéril, homogenizandose ésta con 1 ml de é&cido
sulfarico (10% p/v), previamente incorporado a frasco. Inmediatamente después, las muestras
eran amacenadas en un congelador, a una temperatura de -20 °C. L as seis muestras obtenidas
fueron descongeladas y homogenizadas, para obtener una muestra compuesta y ser
transferidas a un nuevo frasco estéril identificado con € nimero de cada vaca y semana
correspondiente. Al finalizar el ensayo las muestras se enviaron a Departamento de
Bromatologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcidn, para el andisisy
determinacion de derivados de purinas (DP).

4.2.5. Andlisisde las muestras de orina

Se utilizd la técnica de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), descrita por
Resines y col (1992), usando un cromatégrafo marca Hitachi, modelo L-500, con una bomba
programable 655A-11, un detector UV 655 A, acoplado a un integrador D-2000 y una
columna LiChroSpher 100-RP18 5 pum (244 x 4 mm). Las muestras de orina fueron diluidas
1/100 con solucion stock y filtradas (0,45 pm) antes de ser inyectadas en el cromatografo. De
las muestras de orina de cada anima se obtuvo la concentracion molar de &cido Urico,
alantoinay creatinina (mmol/L).
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4.2.6. Cuantificacion y estimacion devariables de interés a partir del analisis quimico de
las muestrasde orina

4.2.6.1. Concentracion de los derivados de purina (DP) en la muestra de orina. Se obtuvieron
sumando las concentraciones molares de A (mmol/L) y AU (mmol/L), obtenidas através de la
técnica HPLC sefialadaen el punto 4.2.5.

4.2.6.2. Concentracion diaria de derivados de purina. Las concentraciones de alantoinay écido
arico excretados en la orina a dia (mmol/d), se determinaron mediante las siguientes
formulas:

A (mmol/d) = A (mmol/L) x VO (L/d)
AU (mmol/d) = AU (mmol/L) x VO (L/d)

Donde:

A (mmol/L) : Concentracién molar de aantoinapor litro de orina.
AU (mmol/L) : Concentracién molar de acido Urico por litro de orina.

Por su parte, € volumen urinario (VO), fue estimado através de la siguiente formula:
VO (L/d) = CT (mg/d) /CO (mg/L)

Donde:
VO :Volumen de orinaestimado en litros al dia (Al-Khalidi y Chaglassian 1965).
CT  :Creatininatota excretadaen miligramos d dia.

CO : Concentracion de creatinina en la muestra de orina en miligramos por litro.

La excrecion diaria de creatinina en la orina (CT), fue calculada de la siguiente forma
(mmol/dia):

CT (mg/d) = PV (kg) x C (mg/kQ)
Donde:
CT  :Creatininatota excretadaen miligramos d dia.
PV  :Pesovivo.
C : Congtante que equivale a una excrecion de creatinina de 26 mg/kg de PV

(Lindberg 1989).

4.2.6.3. Excrecion diaria de los derivados de purina (DPe). Este parametro fue calculado
mediante la formula citada por Faichney y col (1995).

DPe (mmol/d) = DPT (mmol/L) x (PV (kg) x Kcr) / 113,12
CT (mmol/L)
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Donde:

Dpe : Excrecidn diaria de los derivados de purinas.

DPT : Concentracion total de los derivados de purinas en la muestra de orina.

PV : Peso vivo.

CT : Concentracion de creatinina en lamuestra de orina.

Ker : Coeficiente de excrecion diario de creatinina (mg/d K) = 113 PV 2%,
obtenido de datos citados por Orskov y MacLeod (1982) y Chen y col
(19923).

113,12 : Peso molecular de la creatinina.
4.2.6.4. Indice purinico (IP). El IP se calcul6 através de la Dpe en la orina, corregida por €l
peso metabdlico de los animales @ momento de obtener |la muestra, y asu vez ladilucion de la
muestra de orina, corregida por lacreatinina (Sanchez 2003):

IP (mmol/d) = DPe (mmol/d) x PV°%™

CT (mmol/d)
Donde:
IP : Indice purinico.
DPe : Excrecion diariade derivados de purinas en la orina.
CT  :Excrecion diariade creatininaen laorina

PV®” : Peso metabdlico del animal.
4.2.6.5. Absorcién diaria de purinas (PA). La absorcién diaria de purinas provenientes de

acidos 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):

PA (mmol/d) = DPe (mmol/d) — (0,385 x PV%"™)

0,85
Donde:
PA : Purinas absorbidas a dia
DPe : Estimacién de la excrecion diaria de los derivados de purinas.
0,85 : Factor de recuperacion como DP de |as purinas absorbidas.

(0,385 x PV®™) : Contribucién endégenade DP en mmol/kg de peso metabdlico.

4.2.6.6. Aporte de nitrogeno microbiano (NM). Se estimo utilizando la férmula descrita por
Chen y Gomes (1992):

NM (g/d) = PA (mmol/d) x 70 (mg/mmol)
0,83 x 0,116 x 1000
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Donde:

NM  : Nitrogeno microbiano en gramos a dia.

PA  :Purinas absorbidas a dia

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

0,83 : Factor dedigestibilidad de las purinas.

0,116 : Tasade nitrogeno en las purinas dividida por el nitrogeno total de los
microorganismos del reticulo-rumen (11,6 / 100).

1000 : Factor de correccién de miligramos (mg) agramos (g)

4.2.6.7. Rendimiento microbiano (RM). Se obtuvo a partir del NM (g/d) producido dividido
por la unidad de alimento consumido, expresado como NM por kg de materia seca ingerida
(MSI) (Cheny col 19929.

4.2.6.8. Proteina microbianatotal (PMCT). La proteina microbianatotal fue estimada por medio
de lasiguiente férmula:

PMCT (g/d) = NM (g/d) x 6,25
Donde:

PMCT : Proteina microbianatotal en gramos a dia.
NM : Aporte de nitrdgeno microbiano en gramos a dia.
6,25 : Contenido de nitroégeno de las proteinas.

4.2.6.9. Proteina microbiana digestible (PMCD). La proteina microbiana digestible se estimo
por medio de lasiguiente formula:

PMCD (g/d) = PMCT (g/d) x 0,6375
Donde:

PMCD: Proteina microbiana digestible en gramos a dia.

PMCT : Proteina microbianatotal en gramos a dia.

0,6375 : Fraccion de PMCT digestible, obtenida a partir de lamultiplicacion del
contenido de proteina de |os microorganismos ruminales (0,75) y el (%)
porcentaje de digestibilidad de lamisma (0,85) (AFRC 1995).

4.2.7. Analisis estadistico

El disefio experimenta utilizado fue aleatorio continuo, utilizando medidas repetidas.
El andlisis estadistico y presentacion de los resultados, se realizé mediante una descripcion
estadistica, basada en parametros de posicion y dispersion (media de minimos cuadrados y
desviacion esténdar), utilizando andlisis de varianza (ANDEV A), € cua se efectud aplicando
un nivel de significancia de 5%. Se anadlizaron las variables de alantoina, &cido Urico, DPT,



21

DPe, PA, NM, NM/MSI, PMCT y PMCD. La prueba que se utiliz6 para comparar diferencias
entre los tratamientos fue la Prueba de Tukey.

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

Yij =u+Ti+ Cj+ Pc+ TP + g

Donde:

Yik : Representa la m-ésima medicion, realizada en el i-ésimo cuadrado, del j-
€ésimo periodo, en €l i-ésimo tratamiento, del k-ésimo muestreo, dentro dd |-
€simo periodo.

u : Representa el intercepto.

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

Cij : Representa @ efecto delavacaj, anidadaen el tratamientoi (j = 1,2,3,4,5,6,7)

Pk : Representa e efecto fijo del tiempo de muestreo k (k = 1,2,3).

TP; :Representael efecto fijo de lainteraccion entre €l tratamiento i y el tiempo de

muestreo.
ej« - Representael efecto residual aleatorio ~ N (0, 6.



5. RESULTADOS

5.1. COMPOSICION QUIMICA DE LOSALIMENTOS

5.1.1. Composicion quimica de la pradera
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En e Cuadro 2 se presenta la composicion quimica y nutricional de la pradera. Los
valores corresponden a promedios del periodo, obtenidos de muestreos medidos a la atura del

residuo dejado por las vacas (pradera consumida).

Cuadro 2. Composicion quimica promedio y desviacion estdndar (DE) de la pradera
consumida por vacas lecheras en pastoreo primavera y suplementadas con concentrado dos

(PFS2), tres (PFS3) y cuatro (PFS4) veces d dia, expresada en base amateria seca (M S).

Composicion Promedio DE

Materiaseca(MYS) 16,2 1,95
Proteina cruda (PC) 21,5 1,42
Energia metabolizable (EM) 28 0,08
Fibra detergente neutro (FDN) 51,3 5,86
Fibra detergente &cido (FDA) 25,8 1,58
Carbohidratos no estructurales (CNE) 154 6,62
Extracto etéreo (EE) 21 0,19
Cenizastotaes (CT) 94 0,54

5.1.2. Composicion quimica del concentrado

En el Cuadro 3, se presenta la composicién quimica del concentrado aportado durante

el ensayo, €l cual poseia en su composicion grano de cebada, afrecho de sojay melaza

Cuadro 3. Composicion quimica promedio y desviacion estandar (DE) del aimento
concentrado consumido por vacas lecheras en pastoreo primaveral y suplementadas con

concentrado dos (PFS2), tres (PFS3) y cuatro (PFS4) veces al dia, expresadaen baseaMS.

Composicion Promedio DE

Materiaseca(MYS) 87,6 0,44
Proteina cruda (PC) 13,2 0,54
Energia metabolizable (EM) 31 0,11
Fibra detergente neutro (FDN) 23,1 2,23
Fibra detergente &cido (FDA) 6,3 0,04
Carbohidratos no estructurales (CNE) 56,9 1,96
Extracto etéreo (EE) 35 0,29
Cenizastotaes (CT) 31 0,12
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5.2. NIVEL DE EXCRECION DE LOSDERIVADOSDE PURINAS

5.2.1. Excrecion diaria de alantoina, acido Uricoy derivados purinicos totales
En e Cuadro 4, se exponen los valores de excrecion urinaria de alantoina (A), &cido
arico (AU) y lasumade ambos (DPT), expresados en mmol/d.

Se observa que al suplementar con concentrado (6 kg) a una frecuenciade dos veces d
dialas excreciones de A, AU y DPT son superiores en relacion con |os otros tratamientos. Sin
embargo, |as diferencias encontradas no fueron significativas estadisticamente (P>0,05).

Cuadro 4. Excrecion urinaria (promedio + DE) de aantoina (A), écido arico (AU) y tota de
derivados de purina (DPT) en vacas lecheras en pastoreo primavera y suplementadas con
concentrado dos (PFS2), tres (PFS3) y cuatro (PFS4) veces al dia.

PFS2 PFS3 PF3A EE P
A  (mmol/d) 3038+89,72 2965%+61,80 294,22+73,46 11,628 0,557
AU (mmol/d) 19,32+ 11,52 18,62+ 7,58 20,32+ 11,55 1,584 0,438
DPT (mmol/d) 323,12+ 97,01 315,02+ 65,13 31452+ 77,08 12,365 0,511

Letras iguales en unamismafilaindican diferencias no significativas (P>0,05).
P=valor P

EE = error estandar de lamedia.

5.2.2. indice purinico

En laFigura 1 se presenta la excrecion diaria de derivados de purina (DP), segin peso
metabdlico animal, previa correccion de la dilucion de laorina por la creatinina

35
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Tratamientos

Figura 1. Indice purinico (IP) en vacas lecheras en pastoreo primavera y suplementadas con
concentrado dos (PFS2), tres (PFS3) y cuatro (PFS4) veces al dia
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5.2.3 Excrecion diaria de derivados de purinasy purinas absorbidas

En laFigura2, se presentan los valores de excrecion de derivados de purinaurinarios y
de las purinas absorbidas a nivel intestinal para cada tratamiento, estimados a partir de Dpe y
expresados en mmol/vaca/d.

Se observa que en los tratamientos PFS2, PFS3 y PFS4, los valores de PA fueron
242.7; 237,9 y 237,6 mmol/vacald, respectivamente. Los valores de Dpe fueron 2924, 287,0 y
286,7 mmol/vacald, respectivamente. Ambas variables (Dpey PA) fueron similares en los tres
grupos (P>0,05), sin embargo, se observa una tendencia en el tratamiento PFS2, presentando
valores superiores en relacion con |os otros tratami entos.

400
350 - -
300 - -
250 |+
200 +— = -
150 +— | = - -
100

O Dpe
OPA

Dpey PA
mmol/vaca/d

PFS2 PFS3 PFS4

Tratamientos

Figura 2. Excrecion diaria de derivados de purinas (Dpe) y purinas absorbidas (PA),
estimados en vacas lecheras en pastoreo primaveral y suplementadas con concentrado dos
(PFS2), tres (PFS3) y cuatro (PF$4) veces d dia.

5.3. METABOLISMO DEL NITROGENO A NIVEL RUMINAL

5.3.1. Sintesis de nitr6geno microbiano
La cantidad de nitrégeno microbiano expresada como g/vacald, producida por animal
al diasegun el tratamiento, y estimada apartir de PA, se expone en laFigura 3.

En laFigura 3, se observa que los valores de NM de | os tratamientos fueron para PFS2
de 204,2 g/lvacald; para PFS3 de 172,9 g/vacald y para PFSA de 172,7 g/vacald. Los valores de
NM fueron similares en los tres grupos (P>0,05), no obstante, en & tratamiento PFS2 se
aprecia una tendencia, ya que presenta vaores de NM superiores con respecto a los demas
tratami entos.
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Figura 3. Estimacion de la sintesis diaria de nitrogeno microbiano (NM) en vacas lecheras en
pastoreo primaveral y suplementadas con concentrado dos (PFS2), tres (PFS3) y cuatro
(PF$4) veces d dia

5.3.2. Rendimiento microbiano

En la Figura 4, se muestra la cantidad de NM producido por kg de materia seca
ingerida (MSI) al dia, estimada a partir de la sintesis diaria de NM (g/vaca/dia), segin
tratamiento.

Los valores obtenidos para | os tratamientos PFS2, PFS3 y PFS4 fueron 8,5; 8,7y 9,2 g
NM /kg MSl/vacald, respectivamente. EI RM fue similar en los 3 grupos (P>0,05), sin
embargo, se denota una tendencia de rendimiento microbiano al aportar e concentrado en 4
raciones/dia (PF$4).
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11 . =
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gNM/kg M Sl ivaca/d

PFS2 PFS3 PFs4

Tratamientos

Figura 4. Rendimiento microbiano estimado (RM) en vacas lecheras en pastoreo primaverd y
suplementadas con concentrado dos (PFS2), tres (PFS3) y cuatro (PFS4) veces al dia.



26

5.4. SINTESISDE PROTEINA MICROBIANA

En e Cuadro 5, se presenta la cantidad de proteina microbiana total (PMCT) (g/d),
estimada a partir de la sintesis diaria de NM (g/vacald) y la cantidad de proteina microbiana
digestible (PMCD) (g/d), estimada a partir de laPMCT producida, segiin tratamiento.

Del Cuadro 5, se desprende que para ambas vaiables, PMCT y PMCD (g/d), los
vaores son similares entre los tres grupos (P>0,05). Sin embargo, tienden a ser mayores en el
tratamiento a pastoreo suplementado dos veces a dia (PFS2), resultando para PFS3 y PFA4
valores menores en ambas variables, con respecto al tratamiento mencionado antes.

Cuadro 5. Produccion estimada de PMCT y PMCD (promedio + DE), en vacas lecheras en
pastoreo primaveral y suplementadas con concentrado dos (PFS2), tres (PFS3) y cuatro
(PF$4) veces d dia

PFS2 PFS3 PFS4 EE P
PMCT (g/d) 1097,4°+169,62 1079,0°+9054 10874%+12251 48213  0,5191
PMCD (g/d) 699,6°+108,13  687,9*+57,72  6932°+78,10 30,736  0,5191

Letras iguaes en unamismafilaindican diferencias no significativas (P>0,05).
P=vaor P
EE = error estandar de lamedia.
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6. DISCUSION

6.1. COMPOSICION QUIMICA DE LOSALIMENTOS

6.1.1. Composicion quimica de la pradera

La composicién boténica de la pradera utilizada en el pastoreo presentdé un ato
predominio de gramineas de caracter forrajero, situacion que segin Alomar (1992) y Balocchi
y Olivares (1992), es caracteristico de | as praderas de la zona sur de Chile.

Seguin Anrigue y col (1995), la pradera permanente fertilizada de la Décima Regién de
Los Lagos de Chile, presenta durante la primavera una composicion quimica promedio de
15,2% de materia seca (MS), 17,8% de proteina cruda (PC), 23,4% de fibra cruda (FC), y
valores de energia metabolizable (EM) de 2,5 Mca/kg de MS. Otros autores como Clark y
Kanneganti (1998), sugieren que una pradera con un buen manejo debe presentar caracteristicas
tales como 18 a 24% de M S, 18 a 25% de PC, 40 a 55% fibra detergente neutro (FDN) y 2,5 a
2,9 Mcal de EM por kg de MS.

Los contenidos de nutrientes y fracciones analiticas de la pradera utilizada en este
ensayo (Cuadro 2), presentan vaores superiores alos reportados por Anrique y col (1995) para
praderas de similares caracteristicas de la Provincia de Vadivia, especiamente en cuanto a
valores de materia seca, proteina bruta y energia metabolizable. Por otra parte, los porcentajes
de MS, PC, FDN y Mcal/kg MS de EM en este ensayo se encuentran dentro de los rangos
sefialados por Clark y Kanneganti (1998).

La energia metabolizable promedio de la pradera, fue mayor a la que se sefidla en €
ensayo realizado por Ferndndez (1999) y Berndt (2005), en los cuales se detallan valores de
2,53y 2,61 Mcal/kg de MS, respectivamente. El vaor de energia metabolizable del presente
ensayo fue idéntico a obtenido por Felmer (2003). Los tres autores citados anteriormente
realizaron ensayos en primaveray en el mismo predio experimental “VistaAlegre”.

El valor promedio de proteina cruda encontrada fue mayor en comparacion a trabajos
como el de Fernandez (1999), Felmer (2003) y Berndt (2005), quienes obtuvieron valores de
20,5%, 20,6% y 20,8% de PC, respectivamente. Holden y col (1995), y Kolver y Muller
(1998), sefialan que los forrgjes frescos, como € utilizado en este ensayo, poseen proteina
cruda de rdpida y extensa degradacion en el rumen, lo que junto a una mayor cantidad de
energia en la dieta, permitirian una adecuada sintesis de proteina microbiana y una mayor
produccién de leche.

La fibra detergente neutro de la pradera del ensayo fue superior a los valores
encontrados por Ferndndez (1999) y Felmer (2003) quienes informaron valores de FDN de
49,2% y 46,8%, respectivamente. Por otro lado, € valor de FDN del ensayo resulté menor a
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descrito por Berndt (2005) con 52,1%, ubicandose en €l rango descrito como aceptable,
propuesto por Clark y Kanneganti (1998).

El crecimiento de la pradera fue afectado positivamente por las condiciones climaticas
durante el ensayo, presentdndose una temperatura promedio de 12,3°C y una pluviosidad de
6,7 mm por dia, aproximadamente. Dichas condiciones provocaron altas tasas diarias de
crecimiento de la pradera (Anrique y Baocchi 1993, Balocchi 1993), disponiéndose
consecuentemente, de una cantidad de materia seca por hectérea suficiente para satisfacer las
necesidades del ensayo.

6.1.2. Composicién quimica de los concentrados

El concentrado aportado en e ensayo (base 93% grano de cebada), mostré en su
composicion guimica promedio (Cuadro 3), valores que corresponden a la composicion
nutricional de concentrados de tipo amilaceo, los cuales se caracterizan por poseer un ato
aporte de carbohidratos fermentables y un bajo aporte de fibra cruda a diferencia de otros
concentrados (Anrique y col 1995). Segun Kellaway y Porta (1993), los valores de
composicion nutriciona se encuentran dentro de los niveles adecuados para vacas lecheras de
alta produccion (25 a 35 L/dia).

Respecto a los concentrados basados en amidon, como el usado en este ensayo, éstos
se caracterizan por una rapida fermentacion en e rumen, por o que consumos masivos
provocarian que €l pH ruminal disminuya bruscamente. Ademas, se han reportado altas tasas
de sustitucion de forraje por concentrado, por lo que seria esperable un efecto poco favorable
respecto a metabolismo rumina (Webster 1993). Sin embargo, los potenciales efectos
negativos de los concentrados amiléceos no se manifestarian gravemente, debido a moderado
nivel de suplementacion (6 kg) ofrecido en este ensayo (Herrera-Saldanay col 1990).

6.2. NIVEL DE EXCRECION DE DERIVADOS DE PURINA

La excrecion de derivados purinicos por la orina en los rumiantes ha sido propuesta
para estimar la proteina microbiana ruminal disponible para € animal (Toppsy Elliot 1965).
La excrecion diaria de DP depende de la concentracion de DP en la orina, originados de
purinas exdgenas y enddgenas (Chen y col 1992°), de laconcentracion de creatininay del peso
vivo del anima (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
sincroniaen el rumen (AFRC 1995).

6.2.1. Excrecion de alantoinay écido Urico

Tanto paralaalantoina (A), derivado de purinade mayor proporcion dentro de la orina,
como para el acido Urico (AU), los valores obtenidos en los tres tratamientos respectivos
fueron estadisticamente similares (Cuadro 4). Situacion gque predispone a pensar que calculos
posteriores de otros indicadores, probablemente sigan un comportamiento similar.
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Las concentraciones de alantoinay &cido Urico (mmol/L) excretadas por la orina fueron
corregidas por €l volumen urinario de cada vaca, obteniendo de estaformalaexcrecion de Ay
AU en mmol/d. Los valoresde A y AU (mmol/d) del ensayo (Cuadro 4) resultaron mayores a
los obtenidos por Strauch (2003), quien obtuvo valores promedio de A de 206,7 y de AU de
22,3 mmol/d en vacas a pastoreo suplementadas con 6 kg de concentrado amiléceo. En un
ensayo similar al de Strauch (2003), Berndt (2005) obtuvo valores promedio de 274,2 mmol/d
para A y 30,2 mmol/d para AU, lo que revela que en este ensayo se presentaron mayores
concentraciones de A pero menores concentraciones de AU en relacién al trabgjo realizado por
Berndt (2005).

6.2.2. Excrecion diaria de derivados de purina (Dpe)

L os valores de Dpe obtenidos (Figura 2) fueron similares alos reportados por Orellana
y col (1998), quienes obtuvieron valores maximos de arededor de 290 mmol al dia, en
animales en confinamiento y con una dieta diferente, basada en ensilgie de maiz, heno de
alfalfa, coseta de remolachay concentrado.

La excrecion de derivados de purinas de este trabgjo (Figura 2) son levemente mayores
a los datos obtenidos por Strauch (2003), quien sefida valores entre 2359 y 2223
mmol/vacald, para vacas a pastoreo suplementadas con concentrado amiléceo y fibroso,
respectivamente. Sin embargo, s resultaron mayores a lo reportado por Képfer (2001), quien
informa valores de DPe, que oscilan entre 118,7 y 133 mmol/vaca/d, en un estudio realizado
con vacas lecheras en confinamiento, con una dieta diferente, a base de ensilgje de ballica,
paa tratada con hidroxido de sodio y concentrado. Las posibles razones que explicarian las
discrepancias con los valores de excrecion de purinas reportados por Strauch (2003) y Kopfer
(2001), estarian dadas por efecto de la composicién de las dietas, cantidad de PC y
carbohidratos no estructurales de la pradera y los concentrados y el nimero de dias
muestreados. Por otro lado, las bajas concentraciones de DP en orina, en el presente ensayo y
en los trabajos de Strauch (2003) y Kdpfer (2001), se deberian a que los animales utilizados
corresponden a vacas lecheras en la etapa inicia de la lactancia. Gonzélez-Ronquillo y col
(2003), observaron que durante esta etapa la proporcion de bases puricas recuperadas en la
orina eran menores que en lalactanciatardia

No existe informacion disponible sobre € efecto que tendria la frecuencia de
alimentacion sobre la sintesis de proteina microbiana en vacas a pastoreo, sin embargo, se han
reportado trabajos sobre este tema con animales en confinamiento. Chen y col (1992
evaluaron el efecto de aumentar la frecuencia de alimentacion, de una a dos veces a dia, sobre
las fluctuaciones diarias de adantoinay DP en plasmay orina en bueyes, alimentados con una
dieta a base de heno, maiz roleado, harina de pescado y melaza. El aumento en la frecuencia
de aimentacion generé concentraciones plasméticas y urinarias de aantoina y DP con
mayores fluctuaciones diarias alimentando una vez a diay vaores més constantes durante €l
dia, a alimentar dos veces a dia. Esto se podria deber a una menor variacion diurna en la
absorcion de purinas microbianas desde €l intestino delgado, asociado a menores cambios en
la fermentacion del dimento y en la sintesis de proteina microbiana en el rumen ofreciendo el
alimento a una mayor frecuencia (Chen y col 1992°).
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En vacas lecheras en confinamiento, el aumento de la frecuencia de alimentacion con
grano a partir de dos a cuatro veces a dia, puede reducir al minimo la variacién del pH
ruminal e incrementar la eficiencia microbiana, debido a que existiria una degradacion de N y
carbohidratos més equilibrada (Sutton y col 1986). Asimismo, las variaciones diarias extremas
del pH ruminal pueden ser més dafinas para los microorganismos ruminales que un pH bajo 'y
constante (Mertens 1979), esto se debe a la presencia de continuos gustes metabdlicos
efectuados por los microorganismos ruminales. Si bien, en este ensayo no se realizaron
mediciones de pH ruminal, lo que no permite dilucidar si presentdé o no cambios, es posible
afirmar que no se observaron modificaciones en la excrecion de DP por efecto del aumento de
la frecuenciade aimentacion.

6.2.3. Indice purinico (IP)

El indice purinico (DP/ICT*PV®") puede ser utilizado como un indicador de la
excrecion total de derivados de purinas en la oring, evitando asi |a recoleccion completa de la
orinaproducidaen el dia(Gonda 1995).

Strauch (2003) y Berndt (2005) calcularon un IP de 2,1 mmol/d en vacas a pastoreo
suplementadas con 6 kg de concentrado de tipo amilaceo, con un consumo estimado de 23,5y
17,3 kg de M S, respectivamente. En otro estudio efectuado por Sanchez (2003), se reportaron
valores de IP de 2,0 y 2,8 mmol/d para vacas con consumos de 18 y 21 kg MS/d. En €l
presente ensayo, los consumos totales de MS promediaron 21,3; 20,0 y 19,0 kg M Sivaca/d
paralos tratamientos PFS2, PFS3 y PF4, respectivamente. A pesar de la diferencia numérica
de MS consumida, no se encontraron diferencias en @ indice purinico (Figura 1), lo que
significa que los tres grupos produjeron similar cantidad de microorganismos y proteina
microbianarumina (Orellanay col 2004).

6.3. METABOLISMO DEL NITROGENO A NIVEL RUMINAL

6.3.1. Sintesis de nitr6geno microbiano (NM)

En relacién a nitrogeno gue entregan |os microorganismos ruminales, se puede sefidar
gue éste esta directamente ligado a la absorcion de purinas exdgenas absorbidas a nivel
intestina (Chen y Gomes 1992). El presente ensayo generd un vaor promedio de NM de
174,06 gl/vacald (Figura 3), el cual se encuentra cercano a promedio propuesto por el NRC
(1985), que establece valores de 9 a 410 g de NM/vaca/d, con un promedio de 150 g de
NM/vacald, dependiendo del tipo de dietaingerida.

Strauch (2003) y Berndt (2005), bgo condiciones experimentales muy similares,
presentaron valores de 165,5 y 192,9 g de NM/vaca/d, respectivamente en vacas a pastoreo
suplementadas con 6 kg de concentrado base amidon parcializado en 2 raciones/dia. Por su
parte, Chen y col (1992% reportaron valores de 71,3y 84,7 g de NM/d.
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6.3.2. Rendimiento microbiano

Para hacer comparables los valores de aporte de nitrdgeno microbiano se utilizd e
rendimiento microbiano, que relaciona la produccion de NM (g/d) por kg de materia seca
ingerida (MSl) (Cheny col 19929).

Orellana y col (1998), reportaron valores entre 6,5 y 11,6 g NM/kg MSI/d, en vacas
Holstein Friesian que consumieron una dieta a base de paja de trigo y trébol blanco con
ballica. Por su parte, los ensayos a pastoreo de Strauch (2003) y Berndt (2005), registraron
vaoresde 7,1y 7,3 g NM/kg MSI/d con un suplemento a base de almidén, respectivamente y
114y 11,8 g NM/kg MSI/d con un suplemento fibroso, respectivamente. Los resultados del
presente estudio (Figura 4) se encuentran dentro de los valores de NM presentados por
Orellanay col (1998), Strauch (2003) y Berndt (2005).

6.4 SINTESISDE PROTEINA MICROBIANA EN EL RUMEN

6.4.1 Proteina microbiana total (PM CT) y proteina microbiana digestible (PMCD)

La determinacién de la proteina microbiana a partir de la estimacién de los derivados
de purinas en muestras de orina, permite explicar las diferencias en e rendimiento productivo
y calidad nutricional de laleche (Herrera-Saldanay col 1990).

Como se menciond anteriormente, la proteina metabolizable (PM) se define como €
total de proteina verdadera digestible (aminoécidos) utilizable por €l ganado lechero para su
metabolismo, después de la digestion y absorcién del aimento en e tracto digestivo. Dicha
proteina esta compuesta por: proteina microbiana digestible y proteina del adimento no
degradada anivel ruminal, pero si digestible en € intestino delgado (AFRC 1996).

La sintesis de proteina microbiana en el rumen se ve afectada por numerosos factores
relacionados con el alimento y los animales. Es sabido que el tipo y cantidad de nutrientes
utilizables de la racion, asi como la sincronizacion de la liberacidn de dichos nutrientes en el
rumen, afectan lamagnitud de la sintesis de proteina microbiana (AFRC 1996).

Diversos estudios indican que sincronizando |a fermentacion y degradacion de fuentes
de carbohidratos y proteina se estimulan mayores sintesis de proteina microbiana (NRC 2001).
Esto fue demostrado por Herrera-Saldana y col (1990) quienes reportaron que el paso de
proteina microbiana a duodeno en vacas lecheras fue mayor cuando la degradabilidad de
carbohidratos y proteina fue sincronizada con aimentos de alta tasa de digestion (cebada y
harina de semilla de dgodon) que cuando se ofrecieron aimentos de lenta degradabilidad
(milo y grano de cerveza). Asimismo, Lykosy col (1997) evaluaron dietas formuladas con una
tasa de proteina degradable en rumen (RDP) similar y 3 tasas de degradacién de carbohidratos
(6,04; 6,98 y 7,94 %/hord), donde €l flujo de proteina microbiana a duodeno tendio a ser
mayor con tasas de degradacion de carbohidratos més altas. Por su parte, Shabi y col (1998)
no observaron diferencias significativas en la sintesis de proteina microbiana a ofrecer dietas
a diferente frecuencia de aimentacion y con diferentes concentraciones de proteina cruda y
materia organica.
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La sintesis de proteina microbiana en el rumen depende principalmente, de la
disponibilidad de N y carbohidratos en e rumen (NRC 2001). Segin AFRC (1993), para €l
tipo de vacas utilizadas en este ensayo, los requerimientos de PM corresponden
aproximadamente a 1642 g/dia. Dewhurst y col (2000), sefialan que sobre la mitad de los
amino&acidos (66 a 75%) derivan de la proteina microbiana. El aporte de PMCD en € ensayo
promedio 693,5 g/dia, es decir solo el 42% de la PM, correspondié a PMCD, o que nos indica
gue estos valores se encuentran por debajo de lo propuesto por Dewhurst y col (2000). Esto
podria ser causado por la presencia de un desbalance energético, promovido por una baja
cantidad de carbohidratos no estructurales en la dieta y la alta disponibilidad de N de la
pradera (Cuadro 2 y 3). Como consecuencia del ineficiente aprovechamiento de la proteina, el
exceso de nitrogeno ruminal, daria origen a una ata cantidad de amoniaco que se
transformaria a urea a nivel hepético. Esta transformacion considera un gasto energético, 1o
gue disminuiria la energia disponible para los microorganismos ruminales (Twigg y Van Gils
1988).

Strauch (2003) obtuvo valores de PMCD y PMCT de 614,4 y 963,8 (g/d) con vacas a
pastoreo suplementadas con un concentrado fibroso, y 659,6 y 1034,7 (g/d) con un
concentrado amiléceo, respectivamente, indicando una mayor eficiencia en la sintesis de
proteina microbiana utilizando concentrados de tipo amilédceo. En un estudio realizado por
Orellanay col (1998), los vaores de PMCD obtenidos fueron de 157 g/d al aportar una dieta
de pgja de trigo mas trébol blanco con balica, y de 844,2 g/d al aportar ensilgje de maiz, heno
de afafa, coseta de remolachay concentrado, o que demostraria que a medida que las dietas
son nutritivamente mejor balanceadas, se generan mayores niveles de proteina microbiana.

Los porcentgjes de PC en leche promediaron 3,3 = 0,19 para PFS2, 3,1 £ 0,25 para
PFS3 y 3,1 £ 0,25 para PFS4 (Muiioz y col 2005). Las concentraciones de urea en sangre
presentaron valoresde 5,2 £ 1,41, 54 £ 1,31y 54 + 1,74 mmol/L paralos tratamientos PFS2,
PFS3 y PF$4, respectivamente (Pulido y col 2005). Los valores anteriores, indicarian que €
aumento en la frecuencia de suplementacion en vacas a pastoreo no produjo un beneficio sobre
los parametros productivos (PC en leche) ni en las concentraciones plasmaticas de urea, ya que
no existiria un mayor aprovechamiento del nitrégeno de la pradera por parte de las bacterias
ruminales (Mufioz y col 2005, Pulido y col 2005).

Wittwer y col (1993), consideran gue la concentracion de urea en leche seria un buen
indicador de la relacion energia: proteina de la dieta. Las concentraciones de urea en leche
generadas en el ensayo, fueron en promedio de 5,6 mmol/L paraPFS2, 5,9 mmol/L para PFS3
y 5,5 mmol/L para PF$4, (Mufioz y col 2005), los que se encontrarian dentro del rango de
referencia (2,5-7,0 mmol/L) propuesto por Wittwer y col (1999). Para Jonkersy col (1999), el
valor maximo de urea en leche recomendado para la especie bovina seria de 5,71 mmol/L, lo
gue revelaria que la concentracion de urea en leche en los 3 tratamientos estuvo cerca del
maximo, evidenciando que el contenido de proteina en €l rumen, fue elevado en relacién ala
disponibilidad de energia. Las concentraciones de urea en leche coinciden con los vaores de
rendimiento microbiano (RM) registrados, ya que la mayor concentracion de urea se encontré
en € tratamiento PFS3 e cual presentd una menor cantidad de PMCD y PMCT. Las
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concentraciones de nitrogeno ureico en leche no presentaron diferencias significativas
(P>0,05), lo que sugiere que las diferentes frecuencias de suplementacién con concentrado en
vacas a pastoreo no mejoraron la eficienciade utilizacion del nitrogeno de ladieta.

Sumado a lo expuesto anteriormente, es posible que a haber utilizado el método de
recoleccion puntual de orina, en vez de haber hecho unarecoleccion total de ella, situacion que
en vacas a pastoreo es extremadamente complicada, haya limitado |a capacidad de detectar
diferencias significativas entre los tratamientos, ya que dicha técnica posee una menor
sensibilidad que el método de recoleccion total (Chen y Gomes 1992, Faichney y col 1995,
Shingfield y Offer 1998). Por lo tanto, la estimacion de la sintesis de proteina microbiana,
basada en la excrecion urinaria de DP, no debiera ser utilizada como un valor absoluto, sino
gue como un valor comparativo entre tratamientos (Tammingay Chen 2000).

6.5. CONCLUSIONES

En vacas lecheras en pastoreo primaveral sometidas a dos (PFS2), tres (PFS3) y cuatro
(PF$4) frecuencias de suplementacion con 6 kg de concentrado, se concluye que:

- La frecuencia de suplementacion con concentrado, no modifica el rendimiento
microbiano.

- Lafrecuencia de suplementacion con concentrado, no modifica la sintesis de proteina
microbianatotal ni la cantidad de proteina microbiana digestible.
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