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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes niveles de proteina cruda (PC) en el
suplemento de vacas lecheras sobre la degradacion de la materia seca y produccion de metano in
vitro. Los tratamientos experimentales estuvieron constituidos por un alimento base y cinco
diferentes suplementos concentrados que fueron formulados con 10 (PC10), 12 (PC12), 14 (PC14),
16 (PC16) y 18 % (PC18) de proteina cruda. Las materias primas empleadas para la formulacion
del suplemento fueron grano de maiz y torta de soja. El forraje utilizado fue pasto Kikuyo
(Cenchrus clandestinus Hochst. ex Chiov.) con 42 dias de rebrote. Los tratamientos
experimentales estuvieron constituidos por 60% de pasto y 40% de suplemento concentrado. El
proceso de incubacion se realizd en frascos de vidrio con capacidad de 100 ml. Las variables
evaluadas fueron: degradacion in vitro de la materia seca (%), volumen de los gases acumulados,
concentracion de nitrégeno amoniacal, concentracion de acidos grasos volatiles y balance de la
fermentacion. Los datos se analizaron bajo el esquema de un modelo lineal mixto considerando
como efectos fijos a los tratamientos y como efecto aleatorio el animal donador del in6culo. La
prueba de comparacion de medias de Tukey se empleo para establecer diferencias entre las medias
de tratamientos a un nivel de significancia del 5%.

Los suplementos con 10 y 12% de PC provocaron un reduccion del 4.8 y 3.6% en la degradacion
de la materia seca con respecto al tratamiento con 18% de PC. El volumen acumulado de gases, la
produccion de metano y la concentracion de acidos grasos volatiles no fueron influenciados por la
concentracion de PC en el suplemento. La concentracion de nitrdgeno amoniacal aumento a una
tasa de 0.056 mg/dL por cada unidad de incremento porcentual en el contenido de PC del
suplemento. Una reduccién en la concentracion de PC del suplemento del 18 al 14% no tuvo efecto
sobre la degradacion in vitro de la materia seca. Los resultados de este experimento sugieren que
es posible reducir el aporte de PC del suplemento sin afectar el proceso de fermentacidon ruminal,
mejorando la eficiencia de utilizacion del nitréogeno por el animal y reduciendo el impacto de este
elemento sobre el medio ambiente.
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Effect of concentration of crude protein in supplements for dairy cows on
degradation of dry matter in vitro
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The aim of this study was to evaluate the effect of different levels of crude protein (CP) in the
supplement to dairy cows on in vitro dry matter degradation. The experimental diets were
constituted by a staple food and five different concentrated supplements which were formulated
with 10 (PC10), 12 (PC12), 14 (PC14), 16 (PC16) and 18% (PC18) of crude protein. The raw
materials used for the formulation of the supplement were grain corn and soybean meal. The
forage used was Kikuyu grass (Cenchrus clandestinum Hochst. Ex Chiov.) with 42 days of
regrowth. The experimental diets were composed of 60% grass and 40% concentrate supplement.
The incubation process was carried out in glass jars with a capacity of 100 ml. The variables
evaluated were: in vitro dry matter degradation (%), gases volume accumulated, ammonia, volatile
fatty acids concentration and balance of fermentation. Data were analyzed under the scheme of a
linear mixed model, considering as fixed effect the treatment and the inoculum donor animal as a
random effect. Tukey test was used to establish differences between treatments (p>0.05).

Supplementation with 10 and 12% CP caused a reduction of 4.8 and 3.6% in the dry matter
degradation with respect to treatment with 18% CP. The cumulative volume of gases, methane
production and the volatile fatty acids concentration were not influenced by the concentration of
PC in the supplement. The ammonia concentration increased at a rate of 0.056 mg / dL per each
unit of increase in the percentage of PC in the supplement. A reduction in the concentration of PC
in the supplement from 18 to 14% had no effect on the dry matter degradation. The results of this
experiment suggest it is possible reduce the protein in the supplement without affecting the ruminal
fermentation process, improving the nitrogen efficiency of utilization by the animal, and reducing
the impact of this element on the environment.
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Introduccion

El cambio climatico originado por la actividad humana en el planeta es una preocupacion a escala
global. El crecimiento demografico con la consecuente mayor demanda de productos y servicios,
la industrializacion, la deforestacion y el creciente consumo de combustibles fosiles han sido
responsabilizados por el cambio en los patrones climaticos. La produccion ganadera no es ajena a
este hecho y contribuye de manera significativa con la emision de gases de efecto invernadero.
Asi, por ejemplo, el sector emite el 37 por ciento del metano antropogeno (oriundo de la
fermentacion ruminal), el 65 por ciento del 6xido nitroso antropogeno (a partir del estiércol y la
fertilizacion de praderas) y es responsable de casi las dos terceras partes (64 por ciento) de las
emisiones antropogenas de amonio, las cuales contribuyen significativamente a la lluvia aciday a
la acidificacion de los ecosistemas (FAO 2010).

En Colombia los sistemas especializados de produccion del leche fundamentan la produccion de
forrajes en la aplicacion de fertilizantes nitrogenados (principalmente urea) en dosis que superan
los 400 kg/ha/afio. Esta practica busca incrementar la biomasa forrajera, la carga animal y la
productividad por hectarea (Correa et al 2008). Sin embargo, estas altas dosis de fertilizante
mineral, conllevan modificaciones en la calidad nutricional de las pasturas, principalmente
incrementando las concentraciones de proteina cruda (PC) del pasto con valores que fluctian entre
15.4 y 27.1% (Correa et al 2008). Por otra parte, el potencial genético de los animales para la
produccion de leche y sus altas demandas nutricionales hacen obligatoria la suplementacion con
concentrados. La industria de alimentos para animales en Colombia, ofrece suplementos para esta
categoria animal con contenidos de proteina cruda que varian entre 16 y 20%. Dado que los
rumiantes tienen baja eficiencia en la utilizacion del nitrogeno (25%) (Kohn et al 2005; Huhtanen
et al 2009) y considerando los aportes de PC del forraje, es factible que los suplementos para vacas
lecheras sean formulados con menores concentraciones de proteina y una igual o mayor densidad



energética, buscando aumentar la eficiencia de utilizacion del nitrégeno proveniente del forraje,
incrementar la sintesis de proteina microbiana y reducir la cantidad de nitrogeno que es liberado al
ambiente con la orina y las excretas.

La utilizacion eficiente y racional del nitrégeno en las dietas para vacas lecheras permitiria reducir
el efecto contaminante.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes niveles de PC en el suplemento de
vacas lecheras sobre la degradacion de la materia seca y produccion de metano in vitro.

Materiales y métodos
Este experimento fue realizado en laboratorio de nutricion animal NutriLab — Grica (Universidad
de Antioquia, Medellin — Colombia).

Dietas experimentales

Los tratamientos experimentales estuvieron constituidos por un alimento base y cinco diferentes
suplementos concentrados que fueron formulados con 10 (PC10), 12 (PC12), 14 (PC14), 16
(PC16) y 18 % (PC18) de proteina cruda. Las materias primas empleadas para la formulacion del
suplemento fueron grano de maiz y torta de soja, el nivel de PC del suplemento se ajustd variando
la participacion de la torta de soja en el suplemento. Como alimento base se utilizo pasto Kikuyo
(Cenchrus clandestinus Hochst. ex Chiov.) con 42 dias de rebrote (Tabla 1). Los tratamientos
experimentales estuvieron constituidas por 60% de pasto y 40% de suplemento concentrado (Tabla
2).

Tabla 1. Composicién quimica de loz alimentos empleados

Componente Py
Kikuyoe Maiz Torta Soja

ME, %o 214 883 012
PE, % de la M5 223 7.2 39.5
EFDN, % de la M3 349 0.6 149
FDA, % de la M5 234 2.3 10
Energia, Kcal'lkg 4256 4442 4530
Ca, %o de la M3 0.22 0.1 04

P, % de la M5 0.27 24 0.71

Tabla 1. Ingredientes vy composicion guimica de los suplementos v los sustratos

fica Tratamientos

PC10 PCI12 PC14 PCl6 PC18
Kikuyo, mg 300 300 300 300 300
Maiz, mg 183 170 158 146 133
Soja, mg 17 30 42 34 67
Composicic del suplemento, % de la MS
Proteina cruda 99 12.0 14.0 158 18.0
FDN 10.1 104 10.7 11.0 11.4
FDA 3.0 33 3.0 4.4 4.9
Energia, Keal'kg 4449 4433 4460 4468 4471
Calcio 0.13 0.15 0.16 0.18 0.20
Fasforo 2.26 2.15 2.03 1.94 1.83
Composicion del sustrate (Kikuye + suplemento), % de la M5
Proteina cruda, %0 de la MS 174 182 19.0 197 2086
FDN 370 37. 372 374 375
FDA 152 154 156 15.8 16.0
Energia. Keal'kg 4333 4336 4338 4340 4342
Calcio 0.2 02 0.2 0.2 0.2
Fosforo 1.1 1.0 1.0 0.9 0.9

Lisyen o . ; ” - -
S PCI0, PCI2, PCI4, PCI6, PCI8= suplementos formulados com 10, 12, 14, 16 v 18% de proieina cruda



Proceso de inoculacion e incubacion

El proceso de incubacion se realizé en frascos de vidrio con capacidad de 100 ml. El dia previo al
inicio del experimento, dentro de cada frasco se pesaron 500 mg de cada una de los sustratos
experimentales. El total de frascos empleados fue de 36, correspondiente con el siguiente calculo:
5 tratamientos x 2 réplicas x 3 repeticiones (indculos) + 6 frascos blanco (frascos que no contienen
sustrato experimental).

El dia del experimento, a cada frasco se le adicion6 45 ml de una soluciéon tampdn que contenia 9.8
g de NaHCO;, 4.65 g de Na,HPO , 2H,0, 0.57 g de KCl, 0.47 g de NaCl, 0.12 g MgSO,.7H,0 y
0.05 g de CaCl, .2H,0O por cada litro de solucion (McDougall 1948). Inmediatamente después los
frascos fueron llevados a una estufa de ventilacion forzada a 39° C para que alcanzaran esta
temperatura antes de la inoculacion con liquido ruminal.

El indculo (liquido ruminal) se obtuvo de tres vacas secas de raza Holstein con canula ruminal
permanente y mantenidas en un sistema de pastoreo rotacional con pasto Kikuyo y suplementadas
con un kilogramo de concentrado comercial. El liquido ruminal se colecto de forma manual y se
almacené en garrafas térmicas previamente calentadas a 39° C. En el laboratorio, el liquido
ruminal fue filtrado a través de tres capas de gasa, puesto en bafio maria a 39° C y gaseado
continuamente con CO,.

Los frascos con el medio previamente calentado se inocularon con 5 ml de liquido ruminal, se
saturaron con CO,, se taparon herméticamente con tapas de caucho y se mantuvieron en
incubacion por un periodo de 24 horas en estufa de ventilacion forzada a temperatura constante
(39°C).

Variables evaluadas

La degradacion in vitro de la materia seca (DIVMS) expresada en porcentaje, se determiné por la
relacion entre la materia seca que desaparecid durante el periodo de incubacion y la cantidad de
materia seca incubada al inicio del experimento.

El volumen de los gases acumulados en la parte superior de los frascos se determind con un
transductor de presion (Ashcroft ®). Las lecturas de presion en libras por pulgada cuadrada, se
transformaron a unidades de volumen como descrito por Posada et al (2006).

Después de medir el volumen de gases en cada frasco, una muestra de esta mezcla gaseosa (100
uL) fue colectada mediante la utilizacion de una jeringa gastight (TermoScientific®) e inyectada
de forma manual en un cromatédgrafo de gases como descrito por Posada et al (2014).

La concentracion de nitrogeno amoniacal (NNH,) se determind en la fraccion liquida de cada
frasco de incubacion, siguiendo la metodologia descrita por Silva (1990).

Para la determinacion de acidos grasos volatiles (AGV), el liquido ruminal de cada frasco de
incubacion fue acidificado (con 4cido sulfurico 98% v/v hasta alcanzar un pH proximo a 2),
centrifugado e inyectado en un cromatografo de gases (Thermo Trace GC Ultra, Thermo
Scientific, USA). Las condiciones cromatograficas fueron descritas por Ramirez et al (2015).

Para elaborar el balance de la fermentacion, las proporciones de los AGV se establecieron en
términos de moles /100 moles de acidos grasos, siguiendo la metodologia descrita por Owens y
Goetsch (1993) quienes plantean que si las cantidades de los productos de la fermentacion son



conocidos, es posible calcular la cantidad de carbohidratos que fue fermentada y cuanto dioxido de
carbono (CO,), CH, y ATP fueron producidos .

Analisis estadistico

Los datos se analizaron bajo el esquema de un modelo lineal mixto considerando como efectos
fijos a los tratamientos y como efecto aleatorio el animal donador del in6culo. La prueba de
comparacion de medias de Tukey se empled para establecer diferencias entre las medias de
tratamientos a un nivel de significancia del 5%.

Resultados y discusion

La composicion quimica del pasto Kikuyo y los suplementos son descritos en las Tablas 1 y 2. La
DIVMS vy el volumen acumulado de gases fue significativamente influenciado por el nivel de PC
en la dieta (Figuras 1 y 2). Las menores degradaciones de la MS se registraron en los tratamientos
con 10 y 12% de PC (57.9 y 58.6%, respectivamente). Los tratamientos con 14, 16 y 18% de PC
mostraron degradaciones equivalentes (p > 0.05) con valores que fluctuaron entre 59.7 y 60.8%.
En este trabajo, niveles del 14% de proteina cruda en el suplemento serian suficientes para
mantener inalterada la degradacion de la MS. A pesar de que los tratamientos con 10 y 12% de PC
provocaron una reduccion significativa en la degradacion de la MS, esta fue de solo 2.9 y 2.2
unidades porcentuales con respecto al tratamiento con 18% de PC, respectivamente (Figura 1).
Investigaciones evaluando diferentes niveles de PC (variando entre el 14 y 20% de la MS) en
dietas para vacas lecheras (Broderick 2003; Broderick et al 1997; Christensen et al 1993; Olmos
Colmenero et al 2006; Groff y Wu 2005; Agle et al 2010) no encontraron efecto del nivel de PC
sobre la digestibilidad aparente de la MS, confirmando los resultados encontrados en este
experimento.

Ha y Kennelly (1984) manifiestan que la concentracion de N-NH, limita la digestibilidad de la MS
cuando la dieta de vacas lecheras contiene menos del 13% de PC. Por otra parte, Satter (1982)
sostiene que la optima concentracion ruminal de NNH; para una méxima sintesis de proteina
microbiana deberia ser cercana a los Smg/dL de fluido ruminal y esta concentraciéon podria ser
alcanzada con dietas que contienen entre 13 y 14% de PC. En este experimento a pesar de que
fueron formulados suplementos con 10 y 12% de PC que estarian por debajo del valor critico
establecido por Ha y Kennelly (1984) es necesario recordar que el 60% de la mezcla estuvo
constituida por pasto Kikuyo con 22.3% de PC, razén por la cual los contenidos de PC de la
mezcla completa (Kikuyo + suplemento) variaron entre 17.4% y 20.6%. En estas condiciones el
contenido de N no habria limitado la digestion de la MS.
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No se observa una clara tendencia en la produccion acumulada de gases de la fermentacion en
respuesta a los niveles crecientes de proteina en el suplemento. El menor volumen de gas fue para
el tratamiento con 10% de PC con 132.8 ml, valor estadisticamente diferente de los volumenes
registrados para los tratamientos con 12, 14, 16 y 18% de PC. La produccion de CH, no difirio
entre tratamientos fluctuando entre 47.4 y 52.3 ml/g de materia seca degradada (Figura 2).
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Figura 2. Volumen acumulado de gases y produccion de metano del pasto Kikuyo incubado con
suplementos que variaron en su contenido de proteina cruda.
Letras mintisculas diferentes que acompafian a las medias de tratamiento indican diferencias estadisticas
entre los mismos (p<0.05)

El contenido de PC en los suplementos no tuvo influencia sobre la produccion de AGV (p >0.05),
lo que sugiere equivalentes condiciones de fermentacion entre tratamientos. Esta situacion era
esperada dada la semejanza en la composicion quimica de los tratamientos (Tabla 2). Agle et al
(2010) evaluando niveles crecientes de proteina cruda (12.9, 13.4 y 15.4%) en la dieta de vacas
lecheras sobre la fermentacion ruminal y concentraciéon de NNH, en las heces de vacas lecheras
encontraron que la concentracion de PC no tuvo efecto sobre la produccion de CH, y AGV. Iguales
resultados a los reportados por Angle y colaboradores, son descritos por Hristov et al 2004, Reynal
y Broderick 2005 y Christensen et al 1993.
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La concentracion de NNH, en el ambiente de fermentacion se increment6 de forma lineal (p <
0.05) con el aumento del nivel de PC en el suplemento (Figura 4). La regresion entre el contenido
de NNH, y PC muestra que por cada incremento de una unidad porcentual en el contenido de PC el
NNH, se incrementa en 0.056 mg/dL.
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Figura 4. Concentracion de nitrogeno amoniacal del pasto Kikuyo incubado con suplementos que variaron
en su contenido de proteina cruda.
Letras mintisculas diferentes que acompafian a las medias de tratamiento indican diferencias estadisticas
entre los mismos (p < 0.05)

Los parametros de la fermentacion calculados a partir de las proporciones molares de los AGV
producidos en un sistema de fermentacion in vitro son presentados en la Tabla 3. No se registraron
diferencias estadisticas entre parametros, indicando condiciones de fermentacion equivalente a
pesar de que los suplementos variaron en su contenido de PC.

El calculo estequiométrico basado en las proporciones molares de los AGV permite explicar en
gran medida los resultados observados. La entrada de glucosa (Mcal) fue muy similar entre
tratamientos, indicando igual proporcién de sustrato disponible para la fermentacion.

En este trabajo, reducir los contenidos de PC del suplemento al 14% no provocaron efectos
negativos sobre las variables evaluadas, indicando que es posible reducir el aporte de PC en dietas
para vacas lecheras buscando minimizar la excrecion de nitrégeno al ambiente. Varios estudios
(Leonardi et al 2003; Wattiaux and Karg 2004) comparando niveles altos y bajos de PC en la dieta
sugieren que es posible reducir el contenido de PC del 18% a 16.5% sin afectar la produccion de
leche. Sin embargo, otros estudios han reportado disminucioén en la produccion de leche cuando la
proteina de la dieta se redujo del 17.4 al 15.2% (Kalscheur et al 1999) y del 18.4 al 15.1%
(Broderick 2003). La proteina metabolizable corresponde a la sumatoria de la proteina microbiana
y la proteina no degradable digestible en el intestino delgado. La disponibilidad de PC y energia a
nivel ruminal determinan la sintesis de proteina microbiana y por tanto el aporte de proteina
metabolizable. En este sentido, la disparidad en resultados entre los estudios citados indican que la
PC de la dieta solo puede ser reducida si los requerimientos de proteina metabolizable del animal
son cubiertos.



Cuando un Y, (g de células microbianas secas/mol de ATP) de 10 fue considerado, la sintesis de
proteina microbiana entre tratamientos varid entre 2574 y 2937 g/dia (p > 0.05), indicando que los
aportes de PC y energia no limitaron la sintesis de proteina microbiana.

Los productores ofrecen dietas con altos contenidos de PC con el proposito de obtener un
adecuado aporte de proteina metabolizable que permita maximizar la produccion de leche. Sin
embrago, varios estudios reportan que incrementos en la proteina del 16 al 19% no provocan
aumentos en la produccion de leche o mudanzas en la sintesis de proteina lactea (Cunningham et al
1996; Broderick 2003; Leonardi et al 2003).

Es bien conocido el hecho de que cuando se incrementa el contenido de PC del al dieta, también se
incrementa la cantidad de proteina degradable en el rumen (PDR). Si la PDR excede las
necesidades de los microorganismos gran cantidad de N-NH, es producido, absorbido por el
animal, convertido en urea en higado y excretado en la orina. Los excesos de nitrogeno afectan el
desempefio reproductivo del rebafio, posiblemente por aumentar las concentraciones de urea en los
fluidos del tracto urogenital (Carroll et al 1988; Ferguson and Chalupa 1989; Jordan et al 1983). Al
mismo tiempo pueden incrementar los requerimientos de energia (13.3 Kcal de energia digestible/g
de exceso de nitrogeno (NRC 1989), disminuir el retorno econémico puesto que la proteina es un
ingrediente costoso en la dieta e impactar de forma negativa al medio ambiente.

Tabla 3. Balance de la fermentacion ruminal in vigre del pasto Kikuyo (Cenchrus clandestinus Hochst. ex Chiov)
incubado con suplementos que vanaron en su contenide de proteina cruda

ftem Tratamientos! ES
PC10 PC12 PC14 PCl6 PC18
Proporcion molar AGV
Acetato, moles/100 moles 689 12 734 63.3 76.1 4.8
Propionato, moles/100 moles 19.1 19.1 124 17.% 18.3 1.2
Butirato, moles/ 100 moles 13.1 140 14.1 12.7 144 1.0
Valores calculados
Glucosa Utilizada, moles 57.1 502 500 544 62.1 39
Produccitn de gas (CH4 ~ CO2), moles 95.1 802 101.5 910 104.9 6.8
CH,, moles 36.2 37.8 g1 347 404 27
CO;, moles 589 614 624 563 64.4 41
Produccion de ATE, moles 271 280 283 257 204 18.1
Energia
Entrada
Glucesa, Mceal 385 398 40.3 366 41.8 2.6
Salida
AGV, Meal 283 03 203 269 306 1.9
CHy, Mcal 1.6 8.0 8.2 13 8.5 0.6
ATP, Mecal (7 Kcal/mol) 18 20 20 1.8 21 0.1
Calor, Mcal 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.04
Produccidn potencial microbiana
Celulas secas, g (Y arp = 1) 2708 2796 2831 2574 2937 181
Proteina, g (60% de MS) 1625 1677 1699 1544 1762 109
g proteina’100 g almidon fermentado 17.6 15 17.5 1.5 73 0.03
ATP / mol de glucosa 4.7 47 47 47 4.7 0.01
Energia perdida con la fermentacion
Metano, %o de la energia imicial 19.9 200 204 200 204 0.3
ATP. % de la energia inicial 49 49 49 49 49 0.01
Calor, % de 1a energia inicial 1.5 1.5 1.5 15 1.5 0.01
Calor + ATP, % de la energia inicial 6.5 6.3 6.3 6.3 6.3 0.001
CHy+ Calor+ ATPE % de la energia inicial 26.3 26.3 260 264 6.8 0.3
Taza no glucogénica 50 5.2 5.5 51 54 0.2

* Las medias de fratamienios para todas las variables analizadas en esta tabla no difieren estadisticamente (p = 0.03)



Conclusiones

e Una reduccion en la concentracion de PC del suplemento del 18 al 14% no tuvo efecto
sobre la degradacion in vitro de la materia seca, cuando el sustrato consistia de 60% de
pasto Kikuyo con 23% de proteina cruda en la MS.

e Los resultados de este experimento sugieren que es posible reducir el aporte de PC del
suplemento, siempre y cuando el forraje realice un alto aporte de proteina degradable en el
rumen y la energia en la dieta no sea un limitante para la sintesis de proteina microbiana.
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