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RESUMEN

El objetivo de este trabajo de investigacion fue determinar la tasa de pasaje
ruminal de la fraccion solida (Kp), la degradabilidad ruminal (DR) y la digestibilidad
intestinal (DI) de la MS, PC y AA del pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum), de
un suplemento comercial y de metionina (MetP) y lisina (LisP) protegidas, asi
como evaluar el efecto de la suplementacién con metionina y lisina protegidas a
vacas lecheras en pastoreo sobre el consumo de materia seca, flujo de
aminoacidos al intestino delgado, produccion, composicion y cantidad de proteinas
en la leche. Finalmente, se determind la reproducibilidad y/o concordancia entre
las estimaciones iniciales realizadas (valores predichos) y los valores obtenidos en
el experimento en campo (valores observados) para determinar los balances de
lisina y metionina. El primer experimento consistié en la utilizacién de dos vacas
secas canuladas consumiendo pasto kikuyo y 2 Kg de alimento concentrado, para
realizar la determinacion de la Kp, utilizando como marcador la FDN mordantada
con cromo, la degradabilidad ruminal (DR) se realizé in situ y la digestibilidad
intestinal (DI) mediante sonda abomasal. El segundo experimento, fue realizado
utilizando 12 vacas Holstein multiparas con un promedio de produccion de 24 +
4.76 kg/dia entre 2 y 4 partos, con 126 + 14 dias en lactancia. Los animales fueron
introducidos aleatoriamente a uno de los dos tratamientos experimentales, los
cuales fueron: Control: Animales consumiendo pasto kikuyo y concentrado, sin
suplementacién con aminoacidos protegidos, MetLys: Animales consumiendo
pasto kikuyo y concentrado mas suplementacion de metionina vy lisina protegidas
(75 gr MetP y 190 grLysP en promedio respectivamente). El periodo experimental
fue de 20 dias, en el cual los primeros 17 dias fueron de adaptacién a la dieta y los
siguientes 3 fueron para recoleccion de datos y toma de muestras. Los datos para
calcular la Kp fueron analizados por regresion no lineal usando el procedimiento
NLIN de SAS y mediante estadistica descriptiva para la desaparicion de la MS, PC
y AA. Para analizar estadisticamente las variables de respuesta CMS, proteina
metabolizable (PM) que incluy6 la PNDR, PMicrob y PE digestibles, requerimiento
de Met (METReq), requerimiento de Lys (LYSReq), suministro de Met (Aporte de
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Met), suministro de Lys (Aporte de Lys), balance de Met (BMET), balance de Lys
(BLYS), relacion Met:.Lys y produccion, composicion de la leche y proteinas
lacteas, fue utilizado un modelo mixto considerando el animal como efecto
aleatorio y los tratamientos como efecto fijo mediante el procedimiento PROC
MIXED de SAS (2001). La produccion de leche al inicio del experimento, los dias
en lactancia y la CC fueron introducidas en el modelo como covariables. Los
resultados de la Kp y el tiempo medio de retencion ruminal fueron de 3.65%/hora y
27.4 horas, respectivamente. Las mayores DR de la MS y PC fueron para el
kikuyo (69.0 y 61.8%) y concentrado (84.7 y 77.2), seguido de la MetP (60.2 y
66.7%) y LysP (6.72 y 11.4%). De forma similar, los mayores promedios en el
porcentaje de AADR fueron para el kikuyo y el concentrado, variando entre 58.7 y
68% para el forraje, y 76.1 y 82.9% para el concentrado. Por otra parte, se
encontré que la DR de LysP fue de 11.5% mientras que para MetP fue del 65.8%
(% del AAI). Las DI de todos los AA como porcentaje del AANDR variaron entre
42.3 'y 77.4% para el kikuyo y 42.2 y 59.3% para el concentrado, mientras que los
valores para los aminoacidos protegidos fueron de 42.1 para LysP y 58.6 para
MetP. En el segundo experimento, los consumo de materia seca del forraje fueron
similares entre el grupo control (11.5) y MetLys (11.9 Kg CMS/vaca/dia) (p>0.05).
La produccion estimada de proteina metabolizable fue mayor en MetLys que en el
grupo control (p<0.05), debido a la mas alta produccién de proteina microbiana en
el tratamiento suplementado (p<0.05). Los aportes y balances de metionina y
lisina que llegan al intestino delgado fueron diferentes entre grupos, siendo mejor
en MetLys porque el suministro de aminoacidos protegidos y la produccién de
proteina microbiana fueron significativamente mas altos (p<0.05) en este grupo
experimental. No se encontraron diferencias significativas en produccion de
grasa, sélidos no grasos y sélidos totales entre los grupos experimentales
(p>0.05). Sin embargo se encontré una tendencia a incrementar el porcentaje de
lactosa (p=0.08) y proteina en la leche (p=0,10) cuando los animales fueron
suplementados con aminoacidos. Aunque la produccién de proteina de la leche
no difirié entre tratamientos (p<0.05), la produccion de alpha S1 y B caseina fueron

incrementadas en el grupo MetLys (p<0.05) mientras que la k-caseina no. Las
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concentraciones de metabolitos como BHB y MUN no fueron modificados con la
suplementacién. Para concluir, en el andlisis del grado de ajuste entre los valores
de prediccion y los valores observados (estimados en campo) se encontro
diferencias importantes, debido a que es necesario contar con informacion
confiable para ser introducida en el modelo como son la determinacion del

consumo de materia seca del forraje y la produccién de proteina microbiana.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the rate of ruminal passage of solid
fraction (Kp), the ruminal degradability (DR) and intestinal digestibility (ID) of dry
matter (DM), protein crude (PC) and amino acids (AA) of kikuyu grass (Pennisetum
clandestinum), a commercial supplement and rumen protected methionine (MetP)
and lysine (Lys) and evaluate the effect of supplemental lysine (Lys) and
methionine (Met) added in the form of rumen-protected (RP) to a diet of dairy cows
grazing on dry matter intake (DMI), amino acids flow to small intestine, yield and
composition of milk and concentration of milk protein. Finally, reproductibility and/or
concordance between the initial estimates (predicted values) and data obtained in
the experiment when the cow were supplemented (observed values) to
determinate the Met and Lys balances were determinate. The first experiment
involved two dry cows cannulated fed with kikuyu grass and 2 Kg of concentrate for
determinate Kp, using as a marker the chromium mordanted neutral detergent
fiber, ruminal degradability (RD) was performed in situ and intestinal digestibility
(ID) by abomasal incubation tube. The second experiment was carried out on
twelve high-yielding lactating Holstein cows with average milk production of 24.0 +
4.76 kg/day, between 2 and 4 lactations, and 126 + 14 days in milk. Dairy cows
were randomly introduced to one of two treatments. The two treatments were as
follows: Control: Cows feed with kikuyu grass and concentrate without AA
supplementation, MetLys: control plus supplement of rumen protected methionine
and lysine (75 and 190 g/cow/day of MetP and LysP) . The experiment consisted of
20 days divided in 17-day preliminary adaptation period and 3-day experimental
period for data collection and sampling. The data to calculate Kp were analyzed by
nonlinear regression using the SAS procedure and descriptive statistics for
disappearance od DM, PC and AA. For analyse the response variables as DMI,
metabolizable protein (MP) which included the rumen undegradable protein (RUP),
microbial protein (PMicrob) and endogenous protein (PE), digestible Met and Lys
requirement (METReq and LYSReq), supply Met and Ly, balance of Met and Lys
(BMET and BLYS), milk production and composition and milk proteins, was used a

mixed model considering the animal as a random effect and treatments as fixed
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effect by PROC MIXED of SAS (2001). The milk production at the starting
experiment, days in milk and score corporal condition were introduced in the model
as covariates. The results of Kp and the average rumen retention time were 3.65 h-
1 and 27.4 hours, respectively. The RD of DM and PC were for kikuyu (69.0 and
61.8%) and concentrate (84.7 and 77.2%), MetP (60.2 and 66.7%) and LysP (6.72
and 11.4%). Similarly, higher percentage averages of ruminal degradable
aminoacids (RDAA) were for Kikuyu and concentrate, varing between 58.7 and
68% and 76.1 and 82.9% for kikuyu and concentrate respectively. Moreover, the
RD for LysP was 11.5% while that MetP had 65.8% (as % AAIl). The ID of all AA
(as % RUAA) varied from 42.3 and 77.4% for kikuyu and 42.2 and 59.3 % for
concentrate while that for aminoacids protected (AAP) were 42.1 for LysP and 58.6
for MeP. In the second experiment, the forage dry matter intake was similar
between control group (11.5) and MetLys (11.9 Kg DMl/cow/day) (p>0.05). The
metabolizable protein was higher in MetLys in comparison with control (P < 0.05)
due to that microbial protein production higher than in control (P > 0.05). The
methionine and lysine supply and balance that arrived to small intestine were
significantly different between both groups, being it better in MetLys because was
supplied protected amino acids and the microbial protein was higher in MetLys
than control (p<0.05). No significant differences were found in milk fat, non-fat
solids and total solids production between groups (p>0.05). However a tendency
to increase the percentage of lactose (p=0.08) and milk protein (p=0.10) when
animals were supplemented with AA was found. . Although the milk protein was
not affected by the treatment, the yield of as1 and (B-casein differed (P < 0.05)
while the yield of k-casein was not affected by the treatment. Concentrations of
milk metabolites betahydroxybutyrate (BHB) and milk urea nitrogen (MUN) were
not changed. Finally, the degree of fit between predicted and observed values had
significant differences because is necessary to have reliable information to be
introduced into the software such as the forage dry matter intake and microbial

protein.
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CAPITULO 1. CONSIDERACIONES GENERALES

1.1 INTRODUCCION GENERAL

El Consejo Nacional de Politica Econdmica y Social (CONPES) en sus politicas
para mejorar la competitividad del sector lechero colombiano plantea que se debe
incrementar el nivel de proteina en leche. Dicho nivel se encuentra actualmente en

3,07% y deberia alcanzar el 3.4% en los préximos 10 afios (Conpes, 2010).

La concentracion de proteina en la leche depende de la cantidad, el balance y la
absorcionde aminoacidos que llega al intestino delgado. En el rumiante, la
proteina disponible para absorcion reconoce a fuentes como la proteina
microbiana (PMicrob), la endbégena (PE) y la proteina dietaria no degradable en
rumen (PNDR) (NRC, 2001). Una via para modificar el contenido de proteina en la
leche es la seleccidn genética, ya que la heredabilidad del tenor proteico es de
0,45 (Welper y Freeman, 1992). También se reconoce a la calidad de la dieta
como otro de los factores que influye en el nivel de proteina en la leche, ya que las
modificaciones logradas en el porcentaje de proteina lactea mediante cambios en
la alimentacion generalmente estan entre 0,1 y 0,3 unidades porcentuales
(Manterola, 2002, Palmquist et al., 1993). Esto se debe a que el proceso de
sintesis proteica en la glandula mamaria estd muy relacionado con el cédigo
genético y con un adecuado balance en la absorcion de aminoacidos. En efecto, la
deficiencia en un aminoacido especifico, puede ralentizar dicha sintesis. Los dos
aminoacidos mas limitantes para la sintesis proteica mamaria son la lisina y la
metionina, seguidos por ramificados como leucina, valina e isoleucina en dietas
basadas en productos de maiz y soya. En forrajes como Kikuyo, se ha
evidenciado que lisina, metionina e histamina serian los tres aminoacidos mas
limitantes para la produccion proteica (Dennison y Phillips, 1983) y en la proteina
microbiana, autores como Storm y @rskov (1984) determinaron que ésta era
limitante en metionina, lisina e histidina y al menos uno de los aminoacidos de

cadena ramificada (Greenwood y Titgemeyer, 2000). Los requerimientos en
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aminoécidos capaces de sostener una alta produccion de leche y proteina en
animales de alto potencial exceden al aporte de aminoacidos que provienen de la
proteina microbiana en dietas basadas principalmente en productos de maiz y
soya, siendo necesario el aporte de aminoacidos proporcionados por la proteina

no degradable en rumen (Schingoethe, 1996, Schwab, 1996).

Las raciones actualmente utilizadas en los sistemas de lecheria especializada
resulta inadecuada a fines de incrementar la cantidad de proteina microbiana
producida lo que se explicaria en parte por la baja concentracion de carbohidratos
no estructurales (CNE) y la alta concentracion de la PDR del pasto Kikuyo, lo que
representa una relacion CNE: PDR muy baja, que incluso a pesar de ser mejorada
con el alimento concentrado (Rueda et al., 2006), no alcanza el valor minimo
recomendado por el NRC (2001) para vacas lactantes, el cual deberia ser entre
30- 40% de la MS (Afzalzadeh et al., 2010). Esto, traeria como consecuencia que
la cantidad de proteina metabolizable pueda ser limitada para vacas en

produccion.

La utilizacidbn de aminoé&cidos protegidos (AAP) es una opcion interesante para
aumentar el flujo total de aminoacidos (AA) que pueden ser limitantes como la
lisina y metionina en la proteina metabolizable (PM) cuando los animales son
alimentados con alta cantidad de maiz, productos de maiz, torta de soya y alto
contenido de forrajes (Berthiaume et al., 2001). Se ha planteado, que la eficiencia
en el uso de la PM para la sintesis de proteina en la glandula mamaria esta
determinada por la cantidad de aminoacidos esenciales (AAE) en la PM y si éste
perfil coincide con el requerido por el animal (NRC 2001). La determinacion de los
AAE que limitan la sintesis de proteinas lacteas permitirdn en el futuro alimentar
las vacas lecheras con dietas mas bajas en PC y suplementadas con AAE
limitantes, lo cual mejorara la utilizacién de los aminoacidos por el animal, podria
evitar el incremento del nitrdgeno uréico en sangre y sus potenciales efectos
embriotoxicos, disminuir la eliminacion de nitrégeno via urinaria y mejorar la
cantidad de energia disponible en el animal para fines productivos (Broderick,

2003, Roseler et al., 1993). Este mejor uso de la proteina, es explicado porque
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cuando un AA es limitante y es requerido para la sintesis de proteina, el resto de
AAE excedera la cantidad necesitada y por lo tanto su concentracion en sangre y
plasma se incrementaran, asi como su tasa de oxidacion en higado, rifiones, tejido
muscular y glandula mamaria. Consecuentemente, esta tasa de oxidacion
disminuye cuando el AA limitante es adicionado a la dieta y el requerimiento es

encontrado.

En raciones para vacas lecheras a base de alimentos como maiz y torta de soya,
suplementar con AA como la lisina y la metionina seria una estrategia promisoria
para aumentar la sintesis y secrecion de proteina lactea debido a la baja
disponibilidad de estos AA en los anteriores alimentos, lo cual resultar una
limitante para la produccion de proteinas lacteas (Nichols et al., 1998, Robinson et
al., 1995, Rogers et al., 1989). De igual forma, es posible que en sistemas a base
de pasturas y con suplementacién energética basados en torta de soya y maiz se

presenten estas mismas deficiencias para estos dos aminoacidos.

Para tal fin es necesario desde la nutriciobn plantear propuestas de investigacion
con tecnologias facilmente aplicables al sector que puedan dar soluciones a este
tipo de problematicas y mejorar por lo tanto, la composicién de la leche. Por esta
razon, el objetivo de esta investigacion es conocer si se presentan deficiencias en
Met y Lys cuando se balancea la dieta por proteina metabolizable, asi como el
efecto de la inclusion de amino&cidos protegidos en la dieta de vacas Holstein
para evaluar el efecto sobre el flujo de proteina total hacia el abomaso la
produccion y composicion de la leche, asi como también el contenido de las

diferentes proteinas lacteas.

Para dar respuesta al objetivo general se presentan seis capitulos. En el segundo
capitulo se desarrolla la revision de literatura, donde se analizan aspectos tales
como la composicion de la proteina de la leche, el suministro de AA al intestino
delgado (ID), las necesidades de AA en vacas lecheras e investigaciones en
donde se estudia el suministro AAP a vacas lecheras y sus efectos en los
parametros productivos. A su vez, se muestra en esta revision algunos estudios

con AAP en sistema de pastoreo, lo cuales son limitados y escasos, demostrando
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la gran importancia del desarrollo de este trabajo investigativo. Con base en esta
revision, se concluydé que en la mayoria de los trabajos de investigacion se
identifica a la metionina y a la lisina como el primer y segundo AA mas limitante
para la produccion de proteinas de la leche utilizando una amplia variedad de
dietas, especialmente las basadas en maiz y torta de soya. En sistemas de
pastoreo basado en kikuyo como alimento principal y suplementacién comercial se
encuentra solo una publicacion donde se indica que el aporte de estos AA hacia el
duodeno en la fraccién no degradable en rumen es limitada, lo cual podria influir
sobre el uso de los AA para la produccién de proteinas lacteas. Ademas, se
muestra como el contenido de la mayoria de los AAE de este pasto, es menor que
el encontrado en la proteina bacteriana del rumen (Correa, 2006). Sin embargo,
es importante tener en cuenta que la composicion de los AA de la PNDR de un
alimento difiere de la del ingrediente original y, también, que la digestibilidad de los
AA de cada alimento es diferente, factores que pueden cambiar la adecuacién de
una materia prima para la produccion de leche y de los cuales no existen tantos
datos disponibles como se necesitaria. De hecho, ante la falta de datos, los
sistemas oficiales asumen que la digestibilidad intestinal de la proteina alimenticia
es constante para todos sus AA (INRA, 1988). En los sitemas especializados de
produccion lechera en Colombia, no se conoce el flujo de proteina metabolizable
(PM) que llega al ID y por lo tanto los estudios sobre estos aspectos y mas aun
sobre el aporte de AA al ID desde la PNDR usando el perfil de AA después de la
degradacion ruminal y no el mismo de la dieta pueden considerarse nulos. Asi, se
evidencia la importancia cientifica del objetivo de esta investigacion destinada a
conocer si en los sistemas de produccion especializados de leche en Colombia la
lisina y la metionina pueden estar limitando la produccion de proteinas lacteas con
la posibilidad de corregir la deficiencia generada con suplementacion de

aminoacidos protegidos, metionina y lisina.

El tercer capitulo es relevante e importante para futuras investigaciones en el tema
de AA y el mejoramiento en el flujo de proteina metabolizable, dado que se
determind la tasa de pasaje de la dieta, degradabilidad ruminal y digestibilidad de
la materia seca (MS), proteina cruda (PC) y AA del pasto kikuyo, de un
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suplemento comercial y de AA protegidos (metionina y lisina) comerciales, no
comercializados aun en Colombia, pero utilizados internacionalmente en estudios
con ganado de leche. De aqui, se obtuvo la informacion necesaria para ser
incluida en el programa Aminocow (AC) y determinar si habia o no deficiencias de
metionina y lisina en vacas lecheras. Adicionalmente, la evaluacion del producto
(AA protegidos) utilizado en esta investigacion (su contenido de AA, la
degradabilidad ruminal, digestibilidad intestinal de la MS, PC y AA) permitio
determinar la cantidad a suministrar del producto comercial para cubrir la

deficiencia del AA en cuestion.

En el cuarto capitulo, se describe la metodologia y los resultados obtenidos en la
evaluacion del efecto de la suplementacion con los AA protegidos Lisina (Lys) y
metionina (Met) sobre el consumo de MS, el flujo de proteina metabolizable
(desde sus 3 fuentes: proteina no degradable en el rumen, proteina microbiana y
proteina enddgena absorbibles), la cantidad de Met y Lys metabolizables, y los
balances de Met y Lys finales en los animales experimentales. Aqui también son
presentados los resultados del efecto de la Met y Lys protegidas sobre la

produccion y composicion de la leche

En el quinto capitulo, se presenta un analisis comparativo del balance de AA que
fue realizado antes de la suplementacion con los AAP (valores predichos) y luego
de la suplementacién con estos (valores estimados reales, que llamaremos los
valores observados). Lo mas importante en este capitulo fue mostrar que si bien
existen modelos y programas al alcance de productores y asesores para la
estimacion del balance de AA (Aminocow, NRC, etc) en vacas lecheras, dichos
programas pueden generar valores poco confiables si se utilizan datos de entrada
inciertos que resultan pobremente conocidos muchas veces, en los sistemas de
produccion colombianos. Poder determinar si los valores estimados del consumo
de forraje, la produccién de proteina microbiana, el suministro de Met, Lys que
llegan al intestino delgado y el balance de Met y Lys predichos mediante el
programa AC no diferian estadisticamente respecto a los valores observados, los

cuales incluyeron datos reales de consumo de MS de forraje y produccién de

26



proteina microbiana de cada uno de los animales incluidos en el trabajo
experimental final nos permitié discutir con mayor exactitud los resultados vy
corregir posibles estimaciones para ser incluidas en los modelos en futuras

investigaciones.

Finalmente, en el sexto capitulo se evaluaron los efectos de la suplementacion con
AAP (Lys y Met) sobre la produccién, composicion de la leche y la concentracion
de las diferentes proteinas de la leche, particularmente las caseinas alphaS1,
alphaS2, beta, kappa y la proteina del suero, alpha lactoalbimina.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General:

Conocer el efecto de la suplementacién con Met y Lys protegidas en vacas
lecheras sobre el flujo de aminoacidos al intestino delgado, la produccion y

cantidad de proteinas lacteas.
1.2.2 Objetivos especificos:
Cuantificar los aportes de los diferentes componentes de la proteina

metabolizable en vacas lecheras y evaluar el efecto de la suplementacién con
AAP sobre esta.

Conocer el efecto de la suplementacion con AAP sobre la produccion de leche en

vacas lecheras en el segundo tercio de lactancia.

Conocer el efecto de la suplementacion con AAP sobre la composicion de la
leche y las concentraciones de los diferentes tipos de caseinas (alpha, beta y

kappa) y la proteina del suero de la leche (alpha lactoalbumina).
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1.3 Aspectos conceptuales utilizados en el presente trabajo.

El estudio experimental se realiz6 asumiendo que la proteina metabolizable
proviene de 3 fuentes: proteina no degradada en rumen (PNDR), proteina
microbiana (PMicrob) y proteina endégena (PE) y a su vez que los AA que llegan
al intestino delgado (ID) son aportados desde estas 3 fuentes. En este sentido y
para alcanzar los objetivos especificos planteados y conocer si la suplementacion
con Met y Lys protegidas puede cubrir las deficiencias de estos dos AA, aumentar
el fluo de PM (y por ende el de AA al ID) y mejorar la sintesis mamaria de
proteina y caseinas en la leche se disefiaron las siguientes fases del trabajo

experimental:

- Fase 1. Determinacion de la tasa de pasaje en vacas en pastoreo en

raciones a base de pasto kikuyo y concentrado

Se realiz6 un trabajo de campo con 2 vacas secas de la raza Holstein provistas
de canula ruminal en la “Hacienda La Montaia”, ubicada en San Pedro de los
Milagros, para determinar la tasa de pasaje y por tanto, el tiempo de retencion
ruminal de la fraccion sélida de la dieta de vacas lecheras consumiendo forraje y
suplemento comercial. Esta metodologia consistio en marcar la fibra en detergente
neutro (FDN) del pasto kikuyo con cromo, introducir esto dentro de la céanula
ruminal del animal y posteriormente recolectar las heces durante 4 dias
consecutivos en diferentes horarios (0, 8, 12, 16, 20, 24, 32, 36, 48, 60 y 84 h).
Finalmente en estds muestras fue determinada las concentraciones de Cromo
(Cr).

-Fase 2: Estimacion de la degrabilidad ruminal de la MS, PC y AA.

Una vez determinada la tasa de pasaje y el tiempo de retencion ruminal (27.4 h),
se realizé la incubacion ruminal de los diferentes alimentos de la dieta de las
vacas lecheras (pasto kikuyo y concentrado comercial) y las dos fuentes de AAP
(Lys y Met), la cual fue realizada en la “Hacienda La Montafia”, con 2 vacas secas

canuladas enrumen. Con estos datos se realizaron las determinaciones de la
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degrabilidad ruminal de la MS, PC y AA. Es importante destacar que la
estimacion de la PNDR y los AANDR dependen del tiempo de incubacién ruminal.

-Fase 3:

Con el residuo proveniente de los alimentos y de los AAP después de la
incubacion ruminal, se realiz6 nuevamente la determinacion de la digestibilidad
intestinal de estas fuentes, realizado en la “Hacienda La montafia” con las mismas

vacas de la anterior fase experimental.

Finalmente, con la fase 1, 2 y 3 se obtuvieron los alimentos y su perfil de AA
inicial, los residuos de estos mismos a las 27.4 h (tiempo de retencién ruminal
determinado en la Fase 1) y los residuos de la digestibilidad intestinal
(encontrados en las heces) del kikuyo, concentrado, Met y Lys protegidas. Por
diferencias fueron calculadas la degradabilidad y digestibilidad intestinal de la MS,
PC y AA para dar cumplimiento parcialmente al objetivo niamero 1 al poder
determinar la cantidad de PNDR y de los AANDR del kikuyo, concentrado y de los
AAP, asi como los porcentajes de digestiblidad de cada uno de los alimentos

evaluados.
-Fase 4:

Se procedié a obtener la informacion de cada una de las vacas lecheras que
serian utilizadas en la experimentacion final para calcular los requerimientos y
aportes de Lys y Met en cada una de ellas con el programa AC, y de esta manera
suplementar los animales con las cantidades adecuadas de dichos AA, si se
encontraban deficiencias después de la determinacion de los balances. Los
calculos de las cantidades a suplementar de Met y Lys protegidas fueron
realizados mediante la fase 1, 2, 3. Es necesario en este punto resaltar que si
bien, existen modelos y programas al alcance de productores y asesores
nutricionales para la estimacion del balance de AA (Aminocow, NRC, etc) en
vacas lecheras, estos programas deben ser alimentados con valores confiables

para poder obtener adecuadas estimaciones. Sin embargo, valores de entrada
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como la proteina microbiana y el consumo de materia seca del forraje son

pobremente conocidos en los sistemas de produccién colombianos.
-Fase 5:

Esta fase experimental fue realizada en la “Hacienda Betania” ubicada en Santa
Rosa de Osos, donde se tomaron 12 vacas, 6 vacas por tratamiento (Control y Met
Lys, este ultimo tratamiento fueron los animales suplementados con AAP). Se
evaluaron los efectos del aporte de los AAP sobre el consumo de MS, flujo de

proteina metabolizable (PM), produccion y composicién de la leche.
-Fase 6:

Para explicar adecuadamente los resultados obtenidos y si la suplementacion fue
adecuada o no, fue realizado un andlisis para evaluar el grado de ajuste,
reproducibilidad y concordancia entre los valores de prediccion que fueron
realizados antes del experimento de campo y los valores reales estimados (una

vez realizada la suplementacién con los AA protegidos).
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CAPITULO 2. REVISION DE LA LITERATURA

Esta revision de literatura parte por destacar la relevancia de la leche de vaca
para la nutricion humana y la importancia de las proteinas lacteas en la
composicién de la leche. Se revisan las investigaciones relacionadas con la
alimentacion de la vaca lechera y el suministro de AA al ID, las innovaciones
tecnoldgicas para aumentar el flujo de AA al | D con AAP y finalmente los estudios

realizados con AAP en animales en produccion.

2.1 Importancia de la leche de vacay las principales proteinas lacteas

La leche bovina contiene alrededor de 30 a 32 g de proteina por litro. La proteina
de la leche tiene un alto valor biolégico, siendo por lo tanto, una buena fuente de
AA esenciales. Ademas, la leche contiene una amplia gama de proteinas con
actividades bioldégicas que van desde actividad antimicrobiana hasta la de facilitar
la absorcion de nutrientes, asi como también contiene factores de crecimiento

(enzimas, anticuerpos) y estimula el sistema inmune (Roncada et al, 2012).

La proteina lactea reconoce numerosas proteinas especificas, donde el grupo
principal esta representado por las caseinas que representan el 80% del total de
proteinas. Las caseinas tienen funciones biolégicas como portadoras del calcio y
el fosfato y formar un codgulo en el estbmago para la digestion eficiente de la
proteina. Otro grupo de proteinas presentes en la leche son las proteinas del
suero. Se trata de proteinas globulares y son mas solubles en agua que las
caseinas. Sus fracciones principales son la beta-lactoglobina, alfa lactalbumina,

albumina del suero bovino y las inmunoglobulinas.

Nuevas investigaciones han mostrado que algunas de las proteinas de la leche
(por ejemplo, lactoferrina, antitripsina-1, 3 caseina y lactoalbumina) pueden ser
relativamente resistentes a las enzimas digestivas, y toda la proteina o los
péptidos derivados de ella, pueden ejercer sus funcidnes en el intestino delgado

antes de ser completamente digeridas. Diferentes proteinas y péptidos derivados
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de las proteinas de la leche son potenciales moduladores de varios procesos
regulatorios en el cuerpo y pueden reducir el riesgo a enfermedades o aumentar
ciertas funciones fisiologicas (Clare y Swaisgood, 2000). Como se puede
evidenciar la alta calidad de la proteina en la leche de vaca es una de las mayores

razones por la cual es un importante alimento en la nutricibn humana.

En este punto, es importante describir las principales proteinas lacteas:

- B caseina. La B-caseina esta compuesta de 209 residuos de AA, entre ellos 35
prolinas, con un peso molecular de 23583.2 Da y un punto isoeléctrico (pl) de
5.13. Esta proteina es muy amfifilica (posee propiedad hidrofilica y lipofilica) y por
esto acta como una molécula con efecto detergente. La proteina de auto
asociacion depende de la temperatura. Este tipo de proteina es menos sensible a
la precipitacion con calcio.

La B caseina y sus fragmentos han sido implicados en numerosas funciones
biolégicas. El péptido caseparana ha sido reportado como activador de la
fagocitosis de macréfagos y liberacion de peroxidasa. La B-caseina es también
una fuente de peptidos de casomorfinas, los cuales exhiben una actividad opioide,
uniéndose a los receptores en el lumen intestinal y acttando como moduladores
exdgenos de la motilidad gastrointestinal, permeabilidad intestinal y liberacion de
hormonas intestinales, por lo que actualmente existe gran interés por su posible

papel beneficioso en el tratamiento de la diarrea (Baro et al, 2001).

- a-sl-caseina. La asl-caseina esta compuesta de 199 residuos de AA, con peso
molecular de 22974.8 Da y un punto isoeléctrico (pl) de 4.91. Esta proteina
contiene mas AA acidos que basicos. Tiene 17 residuos de prolina, la cual
previenen la formacion de cierto tipo de estructura secundaria. Tres regiones
hidrofébicas han sido identificadas que contienen todos los residuos de prolina.

Siete de los ocho grupos fosfatos estan localizados en la region hidrofilica. Estas
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caseinas son sensibles al calcio y precipitan a muy bajos niveles (Kumosinsk et al,
1991)

La a-sl caseina es la forma mas prevalente de las caseinas en la leche bovina
presentando propiedades antioxidantes con eliminacion de radicales libres.
También ha sido involucrada en el transporte de las caseinas desde el reticulo
endoplasmatico al aparato de Golgi (Chanat et al, 1999). A su vez, esta proteina
contiene Casecidina, que exhibe actividad in vitro contra Staphylococcus, Sarcina,
Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniaey Streptococcus pyogenes (Clare y
Swaisgood, 2000).

- a-s2-caseina. Esta proteina tiene un peso molecular de 24348.55 Da y un punto
isoeléctrico (pl) de 8.34. Consiste en 207 residuos con 10 prolinas y 2 cisteinas.
Las cargas negativas estan concentradas en el N terminal y las cargas positivas
mas proximas al carbono (C) terminal. Puede precipitar en bajos niveles de calcio.
Los fragmentos proteoliticos de la caseina a-s2 han mostrado que exhiben
actividad antibacterial. Especificamente, el fragmento de péptido que tiene 39 AA,
la casecidina, ha demostrado inhibir el crecimiento de E. coli y S. carnosis (Zucht,
1995).

- K-caseina. Contiene 169 residuos de AA (20 prolinas), con un peso molecular de
18974.4 Da y pl de 5.93. A diferencia de las otras caseinas, esta proteina es muy
resistente a la preciitacion con calcio, estabilizando a las otras caseinas. La
funcion de la k-Caseina es la orientacion en la superficie de la micela de la
caseina como una interface entre el interior hidrofobico de las caseinas y el medio
acuoso (se coloca en el exterior de la micela de caseina). Durante la coagulacion
de la leche, la hidrolisis por la quimosina o renina en el enlace Phel05-Met106
libera el fragmento soluble en agua: el caseinomacropéptido (CMP) y una region
hidrofébica: la para-k-caseina. El clivaje de éste enlace es el primer paso en la
coagulacion de la leche por agregacion de las micelas de caseina después de la

pérdida de hidrofilicidad, superficie cargada negativamente de la micela. La
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casoxinas A, B y C tienen actividad antagonista a opioides. La casoplatelina inhibe
la agregacion plaquetaria (Clare y Swaisgood, 2000).

- a-lactalbumina (a-LA) Es una pequefa proteina globular que es relativamente
estable. Constituye un 21% de las proteinas de suero. La a-LA estd compuesta de
123 residuos de AA, con un peso molecular de 14186.06 Da y pl de 4.80. Esta
proteina tiene 8 residuos de cisteina, todos involucrados en los enlaces S-S. Esto
le da una estructura secundaria muy ordenada y una estructura terciaria muy
compacta. Es una metaloproteina ya que esta asociada a un calcio (Ca?*) por
molécula. La molécula tiene una forma elipsoidal con una hendidura profunda
dividiendo la proteina en dos partes. Cuatro hélices forman un lado de la
hendidura y dos hojas beta-junto con una cadena de bucle. Cuatro enlaces
disulfuro hacen que esta proteina sea relativamente estable al calor. Se encontrd
que la a-LA es un cofactor en la sintesis de lactosa y las concentraciones de esta
proteina y la lactosa en la leche estan correlacionados. La cantidad relativa de
esta proteina es un prerequisito para la biosintesis de lactosa (Kontopidis et al,
2008).

Ademas, es un aglutinante fuerte de calcio y otros iones, incluyendo Zn (1), Mn
(11, Cd (1), Cu (1), y Al (111), y cambia marcadamente la conformacién con la union
de calcio (Wong et al, 1996). Una caracteristica interesante de la a-LA es que
parece existir en tres estructuras diferentes: unida al calcio, el complejo libre de
calcio y forma A o en bajo pH. Recientemente, esta Ultima forma se ha estudiado
intensamente, ya que puede constituir una nueva estructura proteica. Esta
estructura de "glébulo fundido" puede ser intermedia entre las formas nativas y

desnaturalizadas de la proteina (Wickstrom et al, 2010).

- B lactoglobulina. Esta proteina estd compuesta de 162 residuos de AA, con un
peso molecular de 18281.21 Da y pl de 4.83. Es una proteina pequefia, soluble
en solucidn salina como corresponde a una globulina. Es rica en AA sulfurados,

contiene 2 enlaces disulfuros y 1 cisteina. La cisteina es muy importante porque
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reacciona por el calor con el disulfuro de la K-caseina y afecta la coagulacion por

el cuajo y la estabilidad al calor de la leche. Es una proteina muy resistente a la

protedlisis y actia como transportador de la vitamina A, ademas estimula la

actividad lipasica. Esta proteina no esta presente en la leche humana, por lo que

es la proteina de la leche bovina mas alergénica para los nifios (Sélo et al, 1999).

En la tabla 1 se muestra la composicién quimica de las principales caseinas de la

leche. Algunos autores sugieren que las proteinas del suero son generalmente

mas bajas en glutamato, prolina y metionina y mas altas en cisteina, glicina y

treonina que las caseinas (Davis et al, 1994).

Tabla 1. Composicién quimica de las caseinas

Aminoacido as1-CN as2-CN K-CN B-CN
Asp 7 4 3 4
Asn 8 14 8 5
Thr 5 15 14 9
Ser 8 6 12 11
SerP 8 11 1 5
Glu 25 24 12 19
Gln 14 16 14 20
Pro 17 10 20 35
Gly 2 2
Ala 8 15 5
Cys p 2 0
Val 11 14 11 19
Met 5 4 2 6
lle 11 11 13 10
Leu 17 13 8 22
Tyr 10 12 9
Phe 4 9
Trp 1
Lys 14 24 9 11
His 3 5
Arg 5 4
Pyr o Glu 1 0
Total de residuos 199 207 169 209
Peso molecular 23.623 25.238 19.006 23.988

as1-CN: Alpha S1 caseina, as2-CN: Alpha S2 caseina,x-CN: Kappa caseina, B-CN: Beta caseina.
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Fuente: Swaisgood, 1993

Como puede evidenciarsetanto las caseinas como las proteinas del suero de la
leche aparte de proporcionar una proteina de muy buena calidad, pueden
proporcionar péptidos bioactivos importantes en la salud humana (el Cuadro no
muestra esas propiedades. Aclarar o eliminar comentario). Por todo lo expuesto,
resulta importante asegurar el contenido y la produccién de estas proteinas en la
leche, siendo para tal fin importante asegurar una adecuada y estratégica
alimentacion de la vaca lechera, que asegure los perfiles de AA adecuados en el

intestino delgado para una sintesis en glandula mamaria sin limitacién en AA.

2.2 Alimentacién de la vaca lechera. Suministro de aminoacidos (AA) al

intestino delgado (ID).

Con el fin de satisfacer las necesidades de AA para los rumiantes se debe tener
un conocimiento basico de como se garantiza su suministro y disponibilidad. Las
principales fuentes de aminoacidos son: Proteina microbiana, proteina de escape

o proteina no degradable en rumen y proteina enddgena (Dinn et al., 1998).

Las proteinas del alimento que llegan al rumen son hidrolizadas liberando péptidos
y AA por parte de los microorganismos ruminales. Sin embargo, la mayoria de los
AA son rapidamente degradados a acidos organicos, amonio y dioxido de
carbono. ElI amonio producido es la principal fuente de nitrogeno para el
crecimiento de las bacterias. Algunas especies de bacterias ruminales usan
péptidos directamente para la sintesis de proteina microbiana. Se ha indicado que
del 40 % hasta el 80 % de las proteinas de la dieta normalmente pueden ser
degradadas en el rumen y transformada en proteina microbiana. Esta produccion
de proteina microbiana en rumen es un mecanismo dependiente de energia y por
lo tanto, la cantidad de proteina de la dieta transformada en proteina microbiana
resulta un aspecto importante en la economia del nitrogeno en el animal y resulta

a su vez afectada por la degradacién ruminal por procedimientos artificiales.
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Aunque los AA son répidamente desaminados en el rumen, la poblacion
microbiana del rumen deriva del 25 al 50% de su nitrégeno de otras fuentes
diferentes al amonio. Estos AA o péptidos presuntamente intactos se originan
directamente de la proteina del alimento o del reciclaje de nitrégeno en el rumen o
por remocion de proteina de bacterias y protozoos dentro del rumen (Kamalak et
al., 2005).

La degradacion ruminal de las proteinas puede ser reducida por la disminucion en
los tiempos de retencién en el rumen (mayor velocidad de pasaje) y los factores
qgue influyen en el consumo de alimentos, la gravedad especifica, el tamafio de las
particulas de la dieta, la relacion forraje: concentrado y la tasa de digestion
ruminal. De la misma manera que otros nutrientes la cantidad de proteina que

alcanza el intestino delgado depende del consumo de alimento.

La degradacion de las proteinas por los microorganismos da lugar también a
productos intermediarios tales como aminoacidos libres y péptidos en el rumen. La
baja concentracion de AA libres en el rumen sugiere una rapida utilizacion por los
microorganismos ruminales, los cuales pueden ser asimilados directamente por
los microorganismos que los incorporan a sus proteinas, pero la mayoria son
desaminados produciendo una elevacidon del nitrégeno amoniacal y otros

productos intermediarios.

La proteina microbiana por si sola probablemente pueda satisfacer las
necesidades del ganado en o cerca del mantenimiento. El ganado joven en
crecimiento y las vacas lactantes de alta produccion necesitan PNDR ademas de
la proteina microbiana para satisfacer sus requerimientos de PM. El NRC (2001)
sugiere que los requerimientos de PM, PDR y PNDR para una vaca lechera
Holstein en el segundo tercio de la lactancia, con un consumo de materia seca
(CMS) de 20.3 Kg y produciendo 25 litros de leche con una composicion de 3.5 %
de grasa, 3.0% de proteina verdadera, 4.8% de lactosa son de 1862, 1937 y 933
g/d respectivamente. Siendo, la cantidad de proteina microbiana sintetizada a
partir de la PNDR y de la materia organica digestible (MOD) de 130 g/Kg de MOD
(Alves, 1994, Klopfenstein, 1996, Lapierre et al., 2006).
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En cuanto a la utilizaciébn de AA en rumiantes, en comparacién con aves y
cerdos se halla que las vacas lecheras resultan bastante ineficientes en la
conversion de Nitrégeno (N) a proteina lactea o musculo. Algunos autores
establecen que el porcentaje apenas es del 25% del N consumido. Por lo tanto,
las vacas lecheras utilizan so6lo una cuarta parte del N de la dieta para la sintesis
de proteinas, mientras que el restante se pierde en orina y las heces. Esta pérdida
de N es una pérdida economica significativa para los productores lacteos, ya que
la proteina es el nutriente mas caro para la alimentacion de las vacas lecheras.
Ademas, la orina y las heces han sido reconocidas como fuentes criticas de
contaminacion ambiental. Por lo tanto una mejora en la eficiencia de utilizacion del
N de manera significativa podria reducir las contribuciones de la produccion
lechera a la contaminacion del medio ambiente (Bequette et al, 2003). El uso de
una amplia variedad de alimentos, la transformacion de nutrientes en el rumen, y
la falta de conocimiento sobre el metabolismo después de la absorcion de los AA
contribuye a predicciones erroneas en los requerimientos de los AA en las vacas
lecheras (Lapierre et al., 2006). Esto ocasiona que la estimacion de los
requerimientos de proteina sean demasiado altos en relacién a las verdaderas
necesidades de las vacas lecheras induciendo una alimentaciéon nitrogenada

excesiva a los animales.

Los requerimientos de AA en las vacas lecheras son tipicamente expresados
como la necesidad total de AA, es decir, la PM. Esta definiciébn exige que la PM
este por encima de los requerimientos e incluya un margen de seguridad
importante para garantizar un suministro adecuado de AA para una produccién

maxima de leche.

Por otro lado, algunos estudios sugieren que hay limitaciones inherentes para la
traduccion de proteinas en la glandulas mamarias bovina (Moshel et al., 2006).
Dado que la tasa de sintesis de proteinas depende de la tasa de traduccién y de la
absorcién de AA por la glandula mamaria, y esta parece estar correlacionada
positivamente con la eficiencia en la traduccion (Bequette et al., 2003), estas

limitaciones probablemente reducen la captacion o absorcion de AA por la
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glandula mamaria permitiendo que los AA sean catabolizados por otros tejidos.
Los tejidos esplacnicos pueden eliminar hasta un 60% del suministro diario de los
AA absorbidos y la utilizacion de estos es directamente proporcional a las
concentraciones plasmaticas de los AA que entran a la circulacion sanguinea.
Dado que las concentraciones de AA en la sangre reflejan el balance de la
absorcién, catabolismo y anabolismo, el catabolismo esplacnico de AA puede
reducirse cuando la cantidad absorbida desde el ID es baja o cuando se aumenta
la utilizacion de los AA para el anabolismo en las células del epitelio intestinal. La
alimentacion con dietas bajas en proteinas reduce el flujo de AA en la sangre y
aumenta el uso anabdlico para la sintesis de proteinas de la leche, lo cual
incrementa la remocion de AA desde la sangre (Hanigan et al., 2005). Por lo tanto,
una estrategia de alimentacién que combine estos conceptos debe disminuir el
catabolismo de AA y mejorar la eficiencia de N en vacas lecheras. Vacas
alimentadas con dietas bajas en proteina cruda (PC) y suplementadas con AA
limitantes para la sintesis de proteinas de la leche ha sido reconocido como una
estrategia prometedora para mejorar la eficiencia de uso del N, sin comprometer la

produccion de leche de las vacas lecheras (Lapierre et al., 2006).

Lo anterior hace que la identificacion de los AA potencialmente criticos para la
sintesis de proteinas de leche sea de gran importancia. Ademas de ser
precursores para la sintesis de proteinas, los AA también regulan las tasas de
traduccion. Tradicionalmente, se ha pensado que la Lys y Met son limitantes
basados en la disponibilidad de sustrato. Sin embargo, el desarrollo de la
comprensién de la funcién reguladora de los AA en la sintesis de proteinas nos
lleva a pensar de otra manera. Actualmente, diversos autores sugieren que las
deficiencias de Met y Lys por si mismas, pueden representar una falta de estimulo
en la sintesis de proteinas de la leche y que las dietas basadas en maiz y torta de
soya puedan inducir un aporte limitado de Lysy Met (Kimball 2005).

La mayoria de sefiales inducidas por los AA son transmitidas a traveés de la
proteina quinasa, y el gen diana de rapamicina en células de mamifero (nTOR)

(Proud, 2004). Las sefales de los AA mediadas por el mMTOR para la sintesis de
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proteinas se ha estudiado a fondo en las células musculares (Moshel et al., 2006).
Los AA, en particular la leucina, activan el mTOR por fosforilacion. Una vez
activado, el mTOR directamente fosforila la proteina ribosomal S6 (rpS6) quinasa
(S6K1) y el factor de iniciacién eucariotico 4E unido a la proteina 1 (4EBP1), y
media la desfosforilacion del factor de elongacion eucariético 2 (eEF2) (Proud,
2004). Aumentos de la fosforilacién rpS6, S6K1 y 4EBP1 y desfosforilacion de
eEF2 estan asociados con el aumento de las tasas de sintesis de proteinas
musculares. Ademas de las hormonas, en particular de la insulina, sustratos
energéticos como la glucosa también regulan la sintesis de proteinas musculares.
Estas sefiales son, respectivamente, mediadas por la proteina quinasa B (PKB /
Akt) y el sensor de energia celular, AMP-activado por la proteina quinasa (AMPK).
De la misma forma, se ha establecido que los AA presentan las mismas rutas de
sefalizacion celular en la glandula mamaria para la produccién de las proteinas
lacteas. Por lo tanto, el conocimiento de estos procesos podria llevarnos a pensar
en una estrategia de alimentacion que mejore la eficiencia en la utilizacion del N
en vacas lecheras. Por otra parte, el conocimiento de los posibles efectos de
regulacion de los AA y sus interacciones con los sustratos energéticos como la
glucosa y el acetato, més la presencia de la la insulina podrian permitir mejorar la

representacion matematica de los requerimientos de AA en las vacas lecheras.

Ahora bien, los aminoacidos esenciales (AAE) para el ganado lechero tienen que
ser aportados en la dieta debido a que estos no son sintetizados en las tasas
adecuadas para cumplir con los requerimientos del animal. Arginina (Arg),
Histidina (His), Leucina (Leu), Metionina (Met), Lisina (Lys), Fenilalanina (Phe),
Treonina (Tre), Triptofano (Trp) y Valina (Val) son reconocidos como los AAE en

las vacas lecheras (Schwab et al, 1976).

Lapierre et al (2006) sefialan que se deben mejorar las representaciones y el
entendimiento en el metabolismo pos-absorciéon de los AAE en los actuales
modelos de estimacion de los requerimientos proteicos. En cuanto al metabolismo
post-absorcion de los AA y la eficiencia en la utilizacion del N, es importante

destacar que después de salir de los tejidos intestinales, los AA primero fluyen
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hacia el higado, donde pueden estar sujetos a un metabolismo sustancial
(Lapierre et al, 2006). Cuando los AA llegan al higado, pueden pasar directamente
a traveés de dicho 6rgano y estar disponibles para los tejidos periféricos. Sin
embargo, también pueden ser removidos desde la sangre y ser incorporados en
las proteinas del higado estando pues sujetos a su utilizacion y oxidacién hepatica
(principalmente de alanina y glutamina para la gluconeogénesis) (Baquette et al,
2003).

La afinidad del higado por los AA es baja, solamente de 0 a 10% de los AA en
circulacion sanguinea estan siendo removidos en el primer paso por este érgano.
De esta manera, la mayoria de los AA absorbidos llegan a la sangre arterial. Sin
embargo, el 50% de AA sistémicos recirculan hacia el higado, siendo estos los AA
no utilizados para propésitos productivos (produccion de proteinas en leche) o
catabolizados por los tejidos periféricos, los cuales son reciclados en el tejido
esplacnico (Hanigan, 2005). Los AA de cadena ramificada (AACR) como son la
Leu, Iso, Val exhiben una remocion hepéatica minima de aproximadamente 1%.
En contraste, cantidades sustanciales de His, Met y Phe que son removidos por el

higado y sujetos a oxidacion y sintesis de proteinas (Bequette et al, 2003).

En las células mamiferas, el catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada
(AACR) involucra dos aspectos principales. El primero es la transaminacion
irreversible de los AACR catalizados por la aminotransferasa de cadena
ramificada. En el segundo paso, los cetoacidos de cadena ramificada son
oxidativamente descarboxilados para producir el correspondiente derivado de acil-
CoA de cadena ramificada. Esta reaccion irreversible es catalizada por el
complejo enzimatico ceto acil deshidrogenasa de cadena ramificada mitocondrial
(KDCR). Dado que el higado carece del primero de estos dos complejos
enzimaticos, es incapaz de catabolizar los AACR y asi casi todo el suministro
dietario de AACR pasa a través del higado y estara disponible para los tejidos

periféricos tales como el musculo y la glandula mamaria.

Sobre la absorcion de los AA por la glandula mamaria (GM), Mepham (1982)

afirmo6 que puede depender de 3 factores: la concentracion arterial de los AA, el
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flujo sanguineo mamario y la funcionalidad de los transportadores o los sistemas
de transporte en la membrana basal de las células secretoras (Lapierre et al,
2006). Madsen y colaboradores (2005), observaron que los suplementos dietarios
de la Lys y Met protegidos incrementaron las concentraciones de lisina y
metionina arteriales, pero la absorciéon mamaria de estos AA no cambié en cabras
lactantes. Bequette y colaboradores (2000) concluyeron que las células de la GM
pueden ajustar la absorcion de AA, independientemente de sus concentraciones
plasmaticas, por el control del flujo de sangre mamaria. Estos autores observaron
un incremento (33%) del flujo sanguineo mamario en respuesta a los bajos niveles
de histidina plasméatica en cabras. Ademas, la capacidad de la GM para remover
His incrementa 43 veces, mientras que la capacidad de la GM para remover otros
AA disponibles abundantemente disminuye de 2 a 3 veces. Estas observaciones
sugieren que la absorcion de AA en la GM es una funcion del metabolismo interno
y no una simple concentracion plasmatica. Shotwell et al., (1982) concluyen que
la actividad de algunos sistemas de transporte depende de las concentraciones de
AA intracelulares, lo cual esta determinado principalmente por la traduccién o la
tasa de sintesis de la proteina. Guan et al., (2004) también reportan una
correlaciéon positiva entre la absorcién de AAE y su demanda para la sintesis de

proteina en la leche en la GM porcina.

Los AA una vez que entran a las células pueden participar en varios procesos: 1.
Sintesis de proteina en la leche. 2. Sintesis de otras proteinas (por ejemplo,
proteinas estructurales y enzimas) o 3. Reacciones catabdlicas (por ejemplo de
oxidacion). Adicionalmente, los AA pueden pasar sin cambios a la leche, sangre o
linfa (Mepham, 1982).

La GM tiende a extraer AACR en exceso comparado a sus requerimientos para la
sintesis de proteinas. El exceso de AACR presumiblemente sea catabolizado por
oxidacion en la GM (Hanigan et al, 2005). La expresion de la actividad de ATCR
(aminotransaminasa 1 de cadena ramificada) y KDCR ha sido reportada con
incrementos significativos en la GM durante la lactancia. Ademas de los AACR, la

GM también tiende a extraer argininay Lys en exceso. A pesar de que la Lys es
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considerada un AA limitante para la sintesis en vacas lecheras cuando estan
alimentadas con raciones a base de maiz, parece ser casi siempre absorbida en

exceso por la ubre (Bequette et al, 2003).

Annison y Linzell (1964) sugieren que de un 24 a 44% del CO2 producido en la
GM de cabras no podia ser explicado por la oxidacion de glucosa o acetato. Esto
indica que los AAE también son utilizados como fuentes de energia y que algunos
de ellos actian como precursores de nitrégeno (N) para diferentes aminoécidos
no esenciales (AANE) (Merpham, 1982). Por otra parte, se ha encontrado 6xido
nitrico sintetasa (NOS) en el endotelio vascular y epitelio secretor de la GM
bovina, enzima que resulta importante porque cataliza la reaccion que convierte la
arginina a oxido nitrico involucrado en la regulacion del flujo sanguineo. Por lo
tanto, el exceso de arginina puede también actuar como precursor del 6xido nitrico

en la GM bovina (Lapierre et al, 2006).

La extraccion de Phe, Met, Thr e His por la GM parece aproximarse mas a las
cantidades requeridas para la produccion de la proteina lactea (Bequette et al.,
2003). Por otra parte, en cultivos de células mamarias bovinas se ha observado
que la Met y la Thr son limitantes para la sintesis de proteinas lacteas. Un gran
namero de estudios han demostrado que la suplementacion con Met sola o junto
con Lys, mejoran significativamente la sintesis de proteina en leche en vacas con

dietas basadas en maiz (Weekes et al., 2006).

Clark (1975) menciona que las vacas de alto potencial de produccion, dejan de
producir a su maxima capacidad genética cuando el suministro de nutrientes
resulta limitado. Considerando a los AAE como “nutrientes claves”, Mepham
(1982) indica que aunque los mismos estén presentes, su transferencia a la
proteina podria estar limitada por una inadecuada estimulacion como alguna
carencia de una hormona clave para la sintesis de proteina. Mas recientemente,
Moshel et al., (2006) indican que hay limitaciones de la GM a nivel de la traduccion
del acido ribonucleico mensajero (ARNm) cuando hay deprivacién de AA o Leu
para la fosforilacion de 4E-BP1 o S6K1 y la sintesis de beta-lactoglobulina en

células de la glandula mamaria bovina.
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Christophersen et al (2002) observaron que algunos factores proteicos
involucrados en la traduccién del RNAm fueron mas criticos para la sintesis de
proteina en leche que para la sintesis de proteinas musculares o del higado en
vacas lecheras. Por otra parte, Toerien y Cant (2007) concluyen que algunos
factores proteicos criticos para la traduccion del RNAm no estan presentes en una
forma activa maxima en la GM. Todas estas observaciones sugieren que ademas
de la alimentacion adecuada de proteina en el alimento, algunas limitaciones
fisiolégicas en la traduccién de la proteina de la leche pueden también ser
responsables de la pobre utilizacién del N en vacas lecheras. Por lo tanto, se
debe entender adecuadamente los mecanismos de traduccion del RNAm en las

células mamarias (Torien y Cant, 2007).

2.3 innovaciones tecnoldgicas para aumentar el flujo de aminoéacidos al

intestino delgado: aminoéacidos protegidos.

El uso de AAP, en contraste con las proteinas protegidas, no reduce el exceso de
amoniaco en el rumen. Su eficacia depende de la optimizacion del suministro de
aminoacidos y el patrén de aminoacidos que llega al intestino. Cuando los AAP
son utilizados, la respuesta esperable es sobre los principales parametros de
produccion tales como cantidad y composicion de la leche producida, tasa de
crecimiento y eficiencia de utilizacion del N, generando menor estrés o sobrecarga

hepatica en el animal (Nichols et al., 1998, Socha et al., 2005, Torre y Caja, 2004).

Para animales de baja tasa de crecimiento o produccion de leche, los
requerimientos en AA pueden ser satisfechos principalmente por la proteina
microbiana la cual presenta un buen balance en AA. La deficiencia de AA solo se

espera que ocurra en animales de alto desempefio (nivel productivo).

Un recurrente tema de estudio es poder establecer cuales AA son limitantes para
la produccion y en particular con respecto a lactancia ya que los aminoacidos
secretados en la leche pueden ser facilmente cuantificados. Diversas técnicas han

sido utilizadas en estos estudios, tales como la comparacion en el patron de AA
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bacterianos y las proteinas de la leche, cambios en el contenido de AA en sangre
después de la infusion de caseina y diferencias arteriovenosas a través de la
glandula mamaria. La conclusion de estos estudios indica que la Met siempre fue
incluida dentro el grupo de los AA mas limitantes, seguida muy estrechamente por
la Lys, histidina, fenilalanina y aminoacidos de cadena ramificada (Kim et al.,
1999).

Investigaciones adicionales han desarrollado métodos para prevenir la digestion
fermentativa como es la manipulacién estructural para producir analogos de
aminoacidos y el revestimiento con materiales resistentes (Chalupa et al., 1996).
Varios andlogos de aminoacidos han sido evaluados en su capacidad de
resistencia a la degradacion ruminal. Uno de los AA més estudiados es el analogo
hidroximetionina. Los resultados de las pruebas han sido variables, con mejoras

ocasionales en la produccién y grasa en la leche (Kung, 1996).

La Met y otros AA pueden ser protegidos de la degradacion bacteriana en el
rumen por métodos mecanicos o quimicos, a fin de que puedan ejercer sus
efectos beneficiosos sobre la produccion. El uso de ambos procesos ha dado lugar
a productos comerciales. Los AA han sido recubiertos con compuestos
poliméricos, proteinas formuladas, grasa, mezcla de grasa y calcio, mezcla de
grasa y proteina, y con sales célcicas de acidos grasos de cadena larga (Chalupa
et al., 1996).

En una serie de experimentos donde la Lys y la Met protegidas han sido utilizadas
para aumentar el contenido de proteinas y produccion de leche se observaron
respuestas moderadas y variables en términos de la produccion de leche. Sin
embargo, se detectaron respuestas positivas pequefas pero consistentes en la
concentracion de proteina de la leche. En estas situaciones, el suministro basal
de AA puede ser diferente entre los experimentos evaluados lo cual explicaria en
parte la variabilidad en las respuestas obtenidas. Sin embargo, la administracion
de suplementos de Met no ha sido exitosa en algunas ocasiones para producir el
aumento esperado en el nivel de produccion de leche y contenido de proteinas o
el crecimiento (Polan et al., 1991, Socha et al., 2005, Wu et al., 1997).
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En general el suministro de aminoacidos protegidos y su llegada al intestino
delgado, parece ofrecer algunas posibilidades para aumentar la producciéon de
leche y la concentracion de proteina. Sin embargo, puede ser necesario
complementar dicho aporte con una serie de aminoacidos esenciales y no
solamente con uno o dos con el fin de obtener una respuesta significativa
(Kamalak et al., 2005).

2.4 Alimentacion de la vaca lechera con una dieta basada en pasto kikuyo y
suplemento comercial. Limitantes en la produccion de proteina

metabolizable.

Los sistemas especializados de produccion de leche en Colombia, estan basados
en pasto kikuyo y suplemento comercial (Castafieda et al., 2008), siendo los
contenidos de PC tanto para el forraje como para el concentrado mayores al 20%,
asi en la etiqueta de este ultimo se haya establecido con un minimo de proteina
del 18% (Correa 2006). Esta proteina del forraje, ha sido incrementada por la
fertilizacion nitrogenada, la cual aumenta la fraccion a o soluble, que corresponde
al N soluble y NNP del forraje y va en detrimento de la fraccion b, que es la
potencialmente degradable (Correa, 2006).

Carulla (1999), por otra parte sustenta que los forrajes aportan PDR para la
sintesis de PMicrob y PNDR, pero en general pastos como kikuyo y ryegrass son
bajos en PNDR (20%) y altos en PDR (80%). Adicionalmente, parte de esta
proteina que pasa al ID no esta disponible para su absorcién debido a que se
encuentra ligada a la fibra insoluble en detergente acido (NIDA). Esto, evidencia
posiblemente la limitada cantidad de PNDR desde el alimento que llega al intestino
delgado de las vacas lecheras. Pocos estudios se han llevado a cabo para
establecer la composicion de aminoacidos del pasto kikuyo. Correa (2006) expone
que hay informacién limitada sobre el contenido de AA en este forraje. Sin
embargo, en su revision muestra como el contenido de aminoacidos esenciales
(AAE) de este pasto es menor cuando se compara con el contenido encontrado en

la proteina microbiana, lo cual es de gran importancia cuando se pretende

46



establecer AA que pudiera ser limitantes para la produccion de proteina en la
leche (Ver Figura 1).
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Figura 1. Contenido de aminoacidos esenciales en el pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum)

como porcentaje de los AA en la proteina bacteriana en el rumen. Tomada desde Correa (2006).

Como puede observarse desde la Figura 1, el pobre perfil de AAE en el pasto
kikuyo indica una limitaciébn en su aporte hacia el duodeno en la fraccién no
degrada en el rumen, siendo los AAE con menor concentracion relativa la lisina,
metionina, isoleucina, treonina, leucina, arginina y valina. Solamente el contenido
de fenilalanina e histidina en el pasto kikuyo superan el encontrado en la proteina
bacteriana del rumen. Esto es de suma importancia no solo por el hecho de que
este pasto es el mas utilizado en los sistemas de produccion intensiva de leche en
Antioquia y otras zonas del pais, si no, ademas por el hecho de que este pasto
representa un porcentaje relativamente alto de la dieta de las vacas lactantes
(Correa, 2006).

2.5 Estudios realizados con aminoé&cidos protegidos en animales en

produccion

En un estudio con 8 vacas Holstein en la lactancia temprana y usando un

cuadrado latino 4 X 4 repetido, los animales recibieron los siguientes tratamientos:
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control; control mas aminoacidos protegidos ruminalmente (15 g de metionina y de
20 g lisina), control mas adicion de grasa (0.32 kg 60: 40 mezcla de origen animal
y vegetal y 0.36 kg de jabones calcicos), control mas aminoacidos protegidos
ruminalmente mas adicion de grasa. El objetivo fue evaluar el efecto de las formas
protegidas ruminalmente de lisina y metionina y de la grasa dietaria en la
produccién y composicion de la leche. Las vacas fueron alimentadas ad libitum y
el consumo total de la dieta mezclada fue de 50% de forraje y 50% de concentrado
en base a la MS. La adicion de grasa aumento la produccion de leche, de grasa, y
la produccion de leche corregida al 4% de grasa, pero disminuyé el porcentaje de
proteina en leche. Los amino&cidos protegidos ruminalmente incrementaron la
concentracion proteica de la leche. El efecto combinado del aporte de grasa
suplementaria y aminoacidos protegidos ruminalmente, aumentaron el porcentaje
de grasa lactea y la produccién, mas que la sola adicion de cada suplemento. La
adicion de grasa increment6 el porcentaje y la produccion de &cidos grasos de
cadena larga en la leche y los niveles de &acidos grasos libres en plasma.
Finalmente, se concluye que la adicion de aminoacidos protegidos ruminalmente a
dietas suplementadas con grasa puede ayudar a evitar la depresion de la proteina
en la leche encontrada en éste tipo de dietas (Canale et al., 1990).

De manera similar, en otro estudio donde el objetivo fue evaluar la interaccion
entre la suplementacion con metionina mas lisina protegida y la naturaleza de las
proteinas en la dieta, se utilizaron 16 y 12 vacas lecheras multiparas, en 2
ensayos de 8 a 12 semanas de duracion respectivamente, comenzando
aproximadamente a los 40 dias de lactancia. En el trabajo 1, las vacas recibieron
una dieta semicompleta mas alimento concentrado. La dieta consistia de 62 a 63%
de ensilaje de maiz, 2.2% de harina de gluten de maiz, 4% de urea, 11% de torta
de soya (no tratada o tratada con formaldehido) y 23 a 24% de grano de cebada.
En el trabajo 2, las vacas recibieron una dieta completa con ensilaje de maiz,
harina de soya no tratada o tratada con formaldehido, y cebada en una relacién
78:12:9:0 0 49:13:4:33. Todos los tratamientos fueron replicados en un cuadrado
latino 4X4.
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En ambos trabajos, la metionina mas lisina (10 g/d de metionina disponible
intestinalmente y 30 g/d de lisina) no tuvieron efecto significativo en el consumo de
materia seca (CMS), la produccion de leche, el contenido de grasa, de caseina
expresada como porcentaje de proteina verdadera o el contenido de urea en
leche. El incremento en la produccién de proteina en la leche fue de 46 g/d, con
metionina mas lisina y el incremento promedio del contenido de proteina
verdadera fue de 1.1 g/Kg de leche. El incremento en el contenido de proteina
verdadera en la leche fue mas grande para las vacas que recibieron una dieta con
baja energia. La fuente de proteina no afectd la produccion o composicion de la
leche. La glucosa, urea, &cidos grasos no esterificados (AGNES),
betahidroxibutirato (BHB) y AA libres totales en plasma no fueron afectados por la
suplementacién de Met mas Lys protegidas ruminalmente. Sin embargo, las
concentraciones de ambos AA en sangre fueron leve pero no significativamente
incementadas en las vacas suplementadas (Colin-Schoellen et al., 1995). Los
resultados sugieren ausencia de trabajos suficientes como para establecer con
claridad si el aporte suplementario de AA protegidos de la degradacion ruminal
resulta una herramienta Gtil para incrementar el tenor proteico y la produccion de

leche.

En investigaciones realizadas con ovejas se evaluo el efecto del nivel de metionina
protegida ruminalmente (MetP) o lisina (LysP) en la composicion de los AG en la
leche de ovejas de Comisana. Los animales parieron en otofio y fueron separados
de sus corderos 7 semanas después del parto: ellos fueron divididos en 5 grupos
de 9, a los cuales se les dieron diferentes raciones. El grupo control fue
alimentado con una mezcla de arveja y heno de avena con un concentrado
peletizado, a los otros grupos se les dio la racion control suplementadas MetP (3 +
507 +0g/kg) oLysP (10 + 5 0 21 g £+ 0 g/kg). La composicion de AG fue
determinada por cromatografia de gases, y estos valores fueron sometidos a
analisis de componentes principales. Se encontrd correlacion entre la composicion
de AG y la dieta. Por tanto, se demostr6 que la administracion de las dietas
experimentales afectd significativamente la grasa en la leche, en una medida que

es independiente de los niveles de aminoacidos suplementados. La grasa de la
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leche del grupo control contenia en gran parte acidos caprilico, caprico y laurico,
mientras que la de los grupos suplementados con amino&cidos contenian gran
parte de acido palmitico, palmitoleico, estearico y oleico. Comparado con el grupo
control, la suplementacion con AAP aumento los contenidos de C16:0, C16:1 y
C18:0 de un 5-8%, redujo los contenidos de C4:0 y C6:0 enun 5 a 10% y de C8:0,
C10:0 y C12:0 de 12 a 20% en la grasa de la leche de los aminales
suplementados. Este efecto, fue atribuido en parte a la capa de lipidos de los AAP
y a una participacion directa de estos dos AA en el metabolismo de las grasas y la
sintesis de lipoproteinas en sangre, lo que mejoraria el transporte de lipidos y por
lo tanto, el suministro de estos hacia la glandula mamaria (Sevi et al., 1998). Otro
estudio, en el que fue utilizadas cabras para leche de raza alpina se evaluo el
efecto del aporte suplementario de met protegida (MepronR) sobre la produccién y
composicion de la leche en tres explotaciones diferentes. El aporte suplementario
de met protegida afectdé positivamente la producciéon de leche sin afectar el
contenido proteico y graso de la misma y la magnitud de respuesta podria
interactuar con el estado de lactancia y la composicion de la racién (Polji ak-Milas
y Marenjak, 2007). Los cambios en las fracciones proteicas inducidos por el aporte
de met merecen ser estudiados experimentalmente. Adicionalmente, los autores
sugieren que debe hacerse un control periddico en los metabolitos sanguineos y
minerales durante la suplementacién ya que el aumento de la produccion podria
cambiar no solo el status mineral, sino también el status antioxidante de los

animales (Polji ak-Milas y Marenjak, 2007).

En otra investigacion, en la cual se realiz6 un meta-analisis de 35 estudios se
encontré6 que en general el suministro de metionina protegida aumenté la
produccion de proteina verdadera en leche, tanto en porcentaje (0.07%) como en
rendimiento (27 g/d). El consumo de materia seca y el porcentaje de grasa en
leche se redujeron ligeramente mientras que la produccién de leche aumentd. Sin
embargo, mas estudios de dosis-respuesta en amplios rangos de produccion de
leche y en diferentes dietas resultan necesarios para establecer con mayor
claridad los requerimientos de AA y para poder predecir las respuestas a la
suplementacién con Met protegida (Patton, 2010).
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En otro estudio reciente de revision se evaluaron 54 experimentos que
comparaban una dieta control vs otra conteniendo Met protegida. Doce
experimentos compararon el tratamiento control vs. Lys protegida y 47
comparaban una combinacion de ambos AA. Los resultados indicaron que el
aporte de Met adicionada a los suplementos, aumento la produccion de energia de
la leche como también las proteinas de la leche y su tenor graso mientras que se
incrementd el nitrégeno dietario capturado como N en leche. La suplementacion
con Lys protegida disminuyé el consumo de materia seca e incrementd la
eficiencia expresada como la relaciéon leche/consumo de materia seca. La
suplementaciéon con Lys protegida y la combinacion de ambos AA protegidos
incrementd la produccion y la energia secretada en la leche, el tenor proteico, la
proporcion de N dietario capturado como N en leche y la eficiencia de conversién
alimenticia (leche/consumo de MS). Sin embargo, la magnitud de estos cambios
resultd pequefia siendo el incremento mas importante de un 3,9% para la captura
del N como N en leche ante el aporte de ambos AA protegidos (Robinson, 2010).
El trabajo, sugiere que los niveles de Lys y Met disponibles en duodeno son
modificables con la fuente de proteina dietaria utilizada pero que la manipulacién
de las proporciones de Lys y Met en el duodeno tiene pequeiios impactos en el
rendimiento de vacas lecheras. Los resultados también confirman que la Met y la
Lys son el primer y segundo AA mas limitantes en la sintesis de proteina en leche

para una amplia variedad de condiciones de alimentacion.

En la tabla 2, se resumen algunas de las investigaciones realizadas para evaluar
el efecto de la suplementacion con Met y Lys protegidas sobre el CMS, produccion
y composicion de la leche. Por otra parte, en la Tabla 3 se presentan dos
investigaciones evaluando los efectos de la suplementacion con Met o Met y Lys
en sistemas de pastoreo. Estas investigaciones son muy escasas Yy representan
una limitante para establecer con precision los efectos de los AAP sobre la

produccion y composicion de la leche.
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Tabla 2. Estudios realizados para evaluar el efecto de la suplementacion de Lys y Met sobre CMS, produccion y

composicion de la leche

. Cantidad
Estudio . L
. No. de suplementada Consumo Dieta Duracion
(Fuente Tratamientos imal del Resultados
Bibliografica) animales o e
Lys (g/d) Met (g/d) CMSt Tipo dieta PC (%) experimento
Control 0 0 25.3 16.9
8 vacas Cada periodo
Canale et al Metlys . 20 15 24.4 TMR (forraje: 16.91 de 21 dias, L. e p
Holstein L % de proteina incremento significativamente con R
(1990) Control + grasa (disefio CL) 0 0 24.4 Concentrado): 50%-50% 17.11 ultimos 10
Control + Grasa+ de colecta
MetLys 20 15 24.6 17.10
Guillaume et Control (Sch\'zzcr?:I 0 0 22.3 Ensilaje de alfalfay de 16.73 128 dias No se afecté la produccién de leche, proteina de la
al (1991) MetLys 2X2) 40 15 18.9 maiz 16.56 caseinas, CMS, peso vivo y condicién corporal
0,
Armentano et Control 16 vacas (CL 0 0 26.1 TMR, 50% concentrafdc_), - , No se afecté CMS, produccién de leche, concentrac
al (1997) 4X4) 40% alfalfa, 10% ensilaje 21 dias de la leche, ni proteina
MetLys 14.7 115 26.1 de maiz ; P
0, 1 H T 0,
CDG 0 0 28.4 30% ensilaje de maiz, 20% 16.6 No afectd el CMS, produccién de leche y grasa de I
heno alfalfa, 50% mezcla , L. .
4 semanas (1 proteina en leche tendid a ser mas alto con MetLys
BLEND 12 vacas 0 0 278 de concentrado, CDG- 16.5 . ) L , , o
. . : o . ajuste dieta, concentracion de proteinas lacteas similares aunqu
Liu et al 2000 Holtein (CL Granos de destileria o | lobulina i 5 i di
ax4) 50 1s 77 BLEND- 25%CDG 2-4 toma de lactoglobulina incrementé ligeramente en dieta BLI
DG+ Metlys ’ . ’ datos) Met mejord con la adicién de Lys. Alto CMS del alir
25%harina de pescado y . .
50%torta de soya posiblemente exceso de AA, ocultando las diferenc
BLEND + MetLys 50 15 27.3 entre fuentes evaluadas
Control 140% del imient 23.8 MR ilaie timoth 14.43 CMS mas bajo, produccién de leche y lactosa marc:
Robinson et Met 4 vacas (CL o ae re‘quer.lrlmerj ° 21.85 (Fﬁn%' ae 'm? v 14.44 , bajos y produccién de proteina tendié a ser mas ba
de la PDI (infusion via ensilaje de maiz, 28 dias L, .
al (2000) Lvs 4x4) b | 2312 trad 14.42 MetLys. Produccién de grasa de la leche no fue infl
¥ abomasal) ’ concentrado) ' infusion con algun AA. Efecto negativo (140-150%
Metlys 21.97 14.43 requerimiento PDI)
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Tabla 2 (Continuacion)

Estudio Cantidad .
_(Fuente Tratamientos a'r\llicr)ﬁzglgs suplementada Consumo Dieta Du:je;cllon Resultados
Bibliografica) Lys (g/d)  Met (g/d) CMSt Tipo dieta PC (%) experimento
Control - 18.6% PC 0 0 23.9 18.6 Comparado con la dieta control y Met, MetLy:
produccién de leche corregida por energia, gr
Met -18.6%C 84 vacas 0 10.5 22.6 18.6 Hubo tendencia a incrementarse la produccio
Socha et al AAPR-18.6% Holstein 16 10.2 242 Mal‘z y suplemento 18.6 105 dias corregida por grasa al 3.5%. In.teracuon sgnli
proteico, productos de AA fue observada para contenido de proteina
(2005) (bloques al . postparto ., .
Control - 16% PC azar) 0 0 23.5 soya y harina de sangre 16 suplementacion con 16% PC en la dieta con V
efecto en el contenido de proteina verdadera
Met -16%C 0 10.5 23.1 16 Met y AAPR en 18.6% PC incrementaron el co
por 0.21 y 0.14 unidades porcentuales respec
Metlys-16% PC 16 10.2 24.3 16
Mayor consumo de PC, EE, cenizas, FDN, FDA,
Control 0 0 20.83 1440  Cada periodo MetLys vs. el control o Lys (p<0.05). Pdn de le
de 14 dias  MetlLys comparada con Met y Lys. Hubo tend
Tfinacty et al Met 4 vacas (CL 0 11.7 21.39 Ensilaje de maiz, heno 14.47 (10 incrementarse la produccion de leche compar
(2009) 4x4) lucerna y suplemento adaptaciony Produccion de proteina mayor en Lys y MetlLy
Lys 18.2 0 20.73 1445  gdetomade mayor en Metlys que Met (p<0.05) y tendi6 a
muestras)  control y Lys. Beta caseina incrementd en Me
MetLys 18.2 11.7 21.64 14.60 caseina no cambio.
No hubo diferencias en CMS, vacas en el trata
Control 60 Holstein 0 0 20.9 16.5 MetLys tuvieron mayor contenido de grasa (K
Chinas (mitad y menor concentracion de NEFAS que control
Wang et al Met . 0 31 20.7 Pellets de alfalfa, heno de 16.4 diferencias significativas en porcentaje de pro
lactancia) . L , 8 semanas 3 "
(2010) Bloques al graminea, ensilaje de maiz o conteo de células somaticas. MetLys tuvo ut
Lys azar 105 0 21.0 16.4 conversion del N consumido a N en leche y m
concentracion de urea en suero, orina y leche
MetLys 104 31 20.7 16.4 control, Met y Lys (p<0.05)
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Tabla 3. Estudios realizados para evaluar el efecto de la suplementacién de Met o Lys y Met sobre CMS, produccion y

composicion de la leche en vacas en pastoreo

Estudio Cantidad
_(Fuente Tratamientos a':i%zglgs suplementada Consumo Dieta bC D“g’ie(i'or‘ Resultados
Bibliografica) Lys (g/d)  Met (g/d) CMSt Tipo dieta (%) experimento
La Met suplementada tendio ligeramente a disminuir el CI
tendié a aumentar la produccién de leche (p=0.08) para el
con Met-i.v vs control y MetP. Comparado con el grupo co
Control 0 0 16.7 18.1 Met-i.v y MetP redujo la concentracidn de la grasa en la le
26 vacas incrementd la concentracion de caseina. Ni la lactosa ni la:
Pacheco- Rios Met- iv Holstein ,Pastura fresca c.ie , , concentraciones de N del suero de la leche fueron afectad
etal (1997) . (Infusion (Mitad de la trébol blancoyy raigrés 14 dias los tratamientos. La suplementacién con Met no afecté la
intrayugular) lactancia) 0 15 15.8 perenne 17.2 produccién total de la proteina. Produccién de proteina 'y
produccién de caseinas ajustadas a un consumo de protei
igual, la suplementacion con Met mejoro la eficiencia con
la proteina dietaria es convertida a caseina en vacas const
MetP 0 15 16.2 17.4 pasturas
Control 18.3
(cebada) 0 0 ' 10 semanas  CMS forraje y total, produccién de sélidos totales, peso viy
Rusdiy Van MetLys 17 (estimado para Pastura raieras con PC aracada M presentaron diferencias entre grupos. La composicion
Houtert (Cebada + 204 vacas aportar 6.4 g/d Met y 17.9 . & 0 P . leche y la proteina no fueron afectados por los aminoacidc
(1997) MetLys) 4.0 g/d Lys) promedio de 21.4% Iteruo d.e protegidos o proteina protegida. Mas trabajos con mayore
PPR (harina de 178 actancia niveles de suplementacion de proteina o AA son requeridc
soya y pescado) 0 0 ’
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De lo todo expuesto, se evidencia claramente la falta de datos experimentales
sobre los efectos de la Met y Lys protegidas en sistemas de pastoreo, razon por la
cual, surge la relevancia de evaluar y confirmar en el presente trabajo de Tesis
doctoral; si para los sistemas Colombianos de produccion lechera la Lys y la Met
son nutrientes limitantes para la produccién de proteinas lacteas, a fines de
corregir esta deficiencia con la suplementacion de fuentes de AA protegidas tal

como se desarroll6 en los capitulos posteriores.
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CAPITULO 3. DIGESTION DE LA MATERIA SECA, PROTEINA CRUDA Y
AMINOACIDOS DE LA DIETA DE VACAS LECHERAS

Este capitulo fue desarrollado para satisfacer el primer objetivo especifico de la
tesis que es determinar el efecto de la suplementacién con AA protegidos sobre la

cantidad de proteina metabolizable en vacas lecheras.

La proteina metabolizable procede de 3 fuentes a saber: |la proteina no degradable
en rumen (PNDR), la proteina microbiana (PMicrob) y la proteina endégena (PE).
La proteina que se quiso cuantificar en este capitulo es la PNDR, definida como la
proteina de origen dietario sin degradar que llega al intestino delgado para ser
absorbida. EIl origen de esta proteina reconoce como fuente al forraje fresco
(pasto kikuyo), al alimento concentrado y a las fuentes de AA protegidos (lisina

(Lys) y metionina (Met)) que supliran la deficiencia generada por la dieta.

El contenido del presente capitulo fue presentado como articulo a la Revista
Agronomica Mesoameriacana y se encuentra en proceso de evaluacion y

publicacion.
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CAPITULO 3. DIGESTION DE LA MATERIA SECA, PROTEINA CRUDA Y
AMINOACIDOS DE LA DIETA DE VACAS LECHERAS!

Ménica Duque Quintero?3, Ricardo Rosero Noguera 2, Marta Olivera Angel®

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la tasa de pasaje ruminal de la fraccion
sélida (Kp), la degradabilidad ruminal (DR) y la digestibilidad intestinal (DI) de la
MS, PC y AA del pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum), de un suplemento
comercial y de metionina (MetP) y lisina (LisP) protegidas. Entre los meses de
febrero y marzo del 2013 en San Pedro de los Milagros (Antioquia, Colombia),
fueron utilizadas dos vacas canuladas para realizar la determinacion de la Kp
usando como marcador la FDN mordantada con cromo, la DR in situ y la DI
mediante sonda abomasal. Describir como estaba compuesta la racion de base.
Los datos para calcular la Kp fueron analizados por regresién no lineal usando el
procedimiento NLIN de SAS y mediante estadistica descriptiva para la
desaparicion de la MS, PC y AA. Se calculé una Kp y un tiempo medio de
retencion ruminal de 3.65%/hora y 27.4 horas, respectivamente. Las mayores DR
de la MS y PC fueron para el kikuyo (69.0 y 61.8%) y concentrado (84.7 y 77.2),
seguido de la MetP (60.2 y 66.7%) y LysP (6.72 y 11.4%). De forma similar, los
mayores promedios en el porcentaje de AADR fueron para el kikuyo y el
concentrado, variando entre 58.7 y 68% para el forraje, y 76.1 y 82.9% para el
concentrado. Por otra parte, se encontr0 que la DR de LysP fue de 11.5%
mientras que para MetP fue del 65.8% (% del AAI). Las DI de todos los AA como
porcentaje del AANDR variaron entre 42.3 y 77.4% para el kikuyo y 42.2 y 59.3%
para el concentrado, mientras que los valores para los aminoacidos protegidos

fueron de 42.1 para LysP y 58.6 para MetP.

1 Parte de la tesis doctoral “Efecto de la suplementacidén con metionina vy lisina protegidas sobre el flujo de
aminodcidos, produccion de leche y concentracion de proteinas lacteas”. Doctorado en Ciencias Animales de
la Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

2 Universidad de Antioquia, Facultad de Ciencias Agrarias. Grupo de Investigacion en Ciencias Agrarias —
GRICA. Carrera 75 # 65-87, AA 1226, Medellin, Colombia.

3 Universidad de Antioquia, Facultad de Ciencias Agrarias. Grupo de Investigacién Biogénesis. Carrera 75 #
65-87, AA 1226, Medellin, Colombia. Correspondencia de los autores: monicadu82@gmail.com,
ricnoguera@gmail.com, martha.olivera@udea.edu.co.
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Palabras claves: Degradabilidad ruminal, digestibilidad intestinal, metionina

protegida, lisina protegida, tasa de pasaje.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the ruminal passage rate (Kp), ruminal
degradability (RD) and intestinal digestibility (ID) of DM, CP and AA from Kikuyu
grass (Pennisetum clandestinum), a commercial supplement and two sources of
rumen-protected AA. Between February and March of 2013 in San Pedro de los
Milagros (Antioquia, Colombia), were used two cows cannulated for the
determination of Kp, RD and ID by abomasal catheter. The data to calculate Kp
were analyzed by nonlinear regression using the NLIN procedure by SAS and
descriptive statistics for the disappearance of DM, CP and AA. Was found a Kp of
3.65%/h and an average ruminal retention time of 27.4 h. The highest RD of MS
and CP were from Kikuyu grass (69.0 and 61.8%) and concentrated (84.7 and
77.2%), followed by MetP (60.2 and 66.7%) and lysP (6.72 and 11.4%). Similarly,
the highest percentages of AADR were from Kikuyu and concentrated, varying
between 58.7 and 68% in Kikuyu, and 76.1 and 82.9% in the concentrate.
Moreover, it was found that the RD was11.5% in LysP while that in MetP was of
65.8%. The ID AA as a percentage of RUAA varied between 42.3 and 77.4% for
Kikuyu and 42.2 and 59.3% for concentrate. The values for the protected amino

acids were 42.1 and 58.6 for lysP and MetP respectively.

Keywords: Ruminal degradability, intestinal digestibility, rumen-protected

methionine, rumen-protected lysine, passage rate.
INTRODUCCION

Los actuales sistemas de alimentacién proteica para el ganado de leche estan
basados en las proteinas digestibles en el intestino delgado (ID) y mas importante
aun en la cantidad de aminoacidos (AA) digestibles. Los AA que llegan al ID
provienen de tres fuentes: Los aportes desde la proteina no degradada en el

rumen (PNDR), proteina microbiana (PMicrob) y proteina endégena (PE).
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La PNDR es la proteina que escapa de la degradacién ruminal y pasa al abomaso
e intestino para su su digestion y absorcion. La PMicrob, es sintetizada en el
rumen a partir de la utilizacion de AA, péptidos y el amoniaco producido por la
degradacion de la proteina degradable en rumen (PDR) e hidratos de carbono
estructurales y los facilmente disponibles como fuente energética. La PMicrob esta
constituida por células de bacterias, hongos y protozoarios y en condiciones de
correcta alimentacién suministra mas del 60% de la proteina total que alcanza el
intestino delgado (NRC, 2001). Por lo tanto, la clave para la utilizacion eficiente del
alimento es formular raciones para optimizar la sintesis de PMicrob y el suministro
de PNDR que lleguen al ID y aporten un perfil de AA adecuado para cubrir los

requerimientos de los animales.

En los ultimos afios, productores, investigadores y nutricionistas se han interesado
en incrementar los niveles de proteina lactea en vacas lecheras porque este es un
factor importante para la elaboracién de quesos e influye en el sistema de pago de
la leche. Algunos estudios que se han llevado a cabo con la finalidad de
incrementar las respuestas productivas del ganado lechero no encuentran efectos
en la adicién de mayor cantidad de proteina dietaria, lo que puede ser explicado
por un exceso de proteina cruda (PC) en la dieta, un balance energético negativo
0 un posible desbalance de AA (Chiou et al., 1995; Van Straalen et al., 1997). Se
ha informado que ciertos AA como lisina (Lys), metionina (Met) y leucina (Leu)
constituyen el primer, segundo y tercer AA més limitante o co-limitantes para la
sintesis de proteina lactea (Schwab et al., 1992; Rulquin y Delaby, 1997). Si el
perfil de AA que llega al ID no tiene suficiente cantidad disponible de estos AA, la
produccion y sintesis de proteina en la glandula mamaria se vera limitada. En sus
recomendaciones, el NRC (2001) establece que la relacion Lys:Met debe ser 3:1
en la proteina metabolizable (PM) para que los requerimientos de estos dos
aminoacidos sean cubiertos principalmente en dietas basadas en ensilaje de maiz,
subproductos de maiz, proteinas de origen animal y leguminosas forrajeras. Sin
embargo, Patton et al. (2006) se sefiala que los requerimientos de los aminoacidos
se deben plantear de manera individual y no como una relacién, por lo que se

deben definir los requerimientos y aportes de cada uno de los aminoacidos para
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establecer su balance. En los dltimos afos, la industria de alimentos para
rumiantes ha desarrollado productos comerciales de AA protegidos con el fin de
cubrir las deficiencias de Met y Lys de la dieta ofrecida a los animales (Robinson,
1996; Robinson, 2009).

En algunos casos, la suplementacion con estos dos AA ha tenido efectos positivos
en la produccién, composicion de la leche (Piepenbrink et al., 2004; Socha et al.,
2005; Cabrita et al., 2011) y reduccion del nitrogeno ureico en leche (MUN) (Bach
et al., 2000). Sin embargo, los resultados no son contundentes ya que en otros
estudios no se reportan estos efectos (Misciattelli et al., 2003; Davidson et al.,
2008; Benefield et al 2009; Swanepoel et al 2010).

Productos comerciales como el Mepron® y AjiPro-L®, que aportan Met y Lys
protegidas han sido desarrollados por compafiias como Evonik (Evonik Industries
AG, Hanau, Alemania) y Ajinomoto (Heartland, Inc, Japén), a fines de aportar una
alta cantidad del AA al ID y de esta manera compensar las deficiencias que las
raciones puedan generar. AjiPro-L es una matriz de L-Lisina-HCI y aceite vegetal
gue resistente a la accion fisica y microbiana en rumen mientras que el Mepron es

Met cubierta por una delgada capa de etilcelulosa (Kudrna et al., 2009).

Una causa que explicaria la falta de respuesta a la suplementacion con AA es la
escasez de informacion precisa acerca del metabolismo de la proteina y de los AA
en el organismo de los rumiantes en lo que respecta a su degradacion ruminal y

capaciad sobrepasante.

Los sistemas de produccion especializada de leche en Colombia carecen de
informacion relacionada con la cantidad de proteina metabolizable (PM), AA
metabolizables, perfil de AA de la dieta que llega al ID y la relaciéon Lys:Met de la
PM. Esta informacién informacion resulta necesaria para el mejoramiento en la

formulacién adecuada de las raciones.

Por lo expuesto, resulta de importancia conocer la cantidad de PM que llega al ID
del animal desde sus tres fuentes principales: PNDR, PMicrob y PE. Conocer la

cantidad de PNDR y AANDR tanto del pasto kikuyo como del suplemento
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concentrado utilizado que resisten la degradacién ruminal y son absorbidos en el
ID constituye un primer paso para estimar con mayor precision los balances de
proteina y AA en vacas lecheras. Lo anterior, explica la necesidad obtener valores
de degradabilidad ruminal y digestibilidad intestinal de la MS, PC y AA para
conocer los aportes que los diferentes alimentos hacen para un correcto balance

aminoacidico en el animal.

Para la determinacion de estos valores resulta necesario cuantificar la tasa de
pasaje (kp) de la fraccion solida del alimento variable que influye sobre la
composicién de la poblacion microbiana, la eficiencia de fermentacion ruminal, la
regulacién del consumo y la cantidad de proteina y AA que llega al ID sin ser
degradada en el rumen (Bartocci et al.,, 1997). El mayor o menor tiempo de
retencién (inversa de la Kp) en el reticulo-rumen afecta los procesos de digestion y
de asimilacion de los nutrientes en el animal, aumentando o disminuyendo los

aportes de PM o AA hacia el ID.

El objetivo de este trabajo fue determinar la tasa de pasaje de la fraccién sélida, la
degradabilidad ruminal y la digestibilidad intestinal de la MS, PC y AA del pasto
kikuyo (Pennisetum clandestinum), de un suplemento comercial de uso frecuente

en ganado de tambo y dos fuentes de AA protegidos.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El trabajo fue realizado en la hacienda “La Montafna” propiedad de
la Universidad de Antioquia. Esta se encuentra ubicada a 2350 m.s.n.m., con una
temperatura promedio de 15°C y una humedad relativa promedio de 72% en una
formacion ecoldgica de bh-MB (IDEAM, 1997).

Animales. Se utlizaron 2 vacas secas canuladas de la raza Holstein para
determinar la tasa de pasaje de la fraccion solida, degradabilidad ruminal y
digestibilidad intestinal de la MS, PC y AA del pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum), del suplemento comercial y de los AA protegidos. El trabajo fue

realizado entre los meses de febrero y marzo del 2013. Es necesario indicar que
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sb6lo se contaba con 2 animalesy por esta razén so6lo se describen valores

promedios de cada parametro para cada alimento.

Manejo y Alimentacion. Los animales fueron manejados en un sistema de
pastoreo rotacional en franjas con pasto kikuyo, con periodos de ocupacion de 5
dias y fueron suplementados con 2 Kg de un alimento comercial durante 14 dias
previos al inicio del experimento y durante la totalidad del periodo experimental, el
cual consistié de 19 dias de duracién. En el potrero los animales contaron con libre

acceso a agua fresca y sal mineral.

Tasa de pasaje. Este parametro fue estimado previo a la prueba de
degradabilidad ruminal utilizando el método de la fibra mordantada con cromo (Cr).
Para tal fin, la fibra en detergente neutro (FDN) del pasto kikuyo, con 60 dias de
rebrote fue tratada con dicromato de potasio (K2Cr.07.2H20), como marcador de
la fase sélida de la digesta (72 g de K2Cr207/kg MS) segun lo descripto por Uden
et al. (1980). El dicromato fue disuelto en 500 mL de agua caliente a 100°C y
adicionado a la muestra de FND del pasto kikuyo previamente molido en una
criba de 4 mm en un molino Thomas Model 4 Wiley® Mill (Modelo 4, Arthur
H.,Thomas Co., Philadelphia, PA). La mezcla de dicromato de potasio y la FDN
del kikuyo fue llevada a la estufa de aire forzado durante 24 horas.
Posteriormente, el material fue lavado con agua corriente durante 1 hora y dejado
toda la noche en una solucién de acido ascorbico con un pH < 4.5 con la finalidad
de eliminar completamente el Cr que no se hubiera adherido a la FDN. Al siguiente
dia el material fue lavado por ultima vez durante 1 hora y secado durante 12 h a
100°C para finalmente ser utilizado (Ramanzin et al., 1991).

La fibra mordantada fue suministrada a cada animal (75 g) segun Campos et al.,
(2007) con 4.43% de Cr en una unica dosis via fistula ruminal (Pereira et al.,
2005). Aproximadamente, 150 g de heces fueron colectadas directamente del
recto de los animales a las 0, 8, 12, 16, 20, 24, 32, 36, 48, 60 y 84 h después de
colocada la fibra mordantada en el rumen. La concentracion de Cr en la fibra
mordantada y en las heces fueron determinadas por espectometria de absorcion
atomica (Holden et al., 1994).
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La estimativa de la tasa de pasaje (k) en el rumen fue obtenida mediante el

modelo la metodologia propuesta por Galyean (1997):

Y = A e &0 donde:

Y= Concentracion del marcador (mg/kg)

t= Tiempo de muestreo pos-dosificacién

A =Parametro de escala

k= Tasa de pasaje ruminal (h?)

e = Funcién exponencial (base de logaritmo natural = 2,7183) (Kendall et al., 2009)

El tiempo medio de retencién en el rumen (TMRR) fue calculado desde el
parametro Kp usando la ecuacion TMRR = 1/Kp (Pereira et al., 2005)

Alimentos evaluados. Los alimentos utilizados para evaluar las fracciones
proteicas como proteina degradable en rumen (PDR) y proteina no degradable en
rumen (PNDR), fueron los componentes de una dieta completa para vacas
lecheras de alta produccién que normalmente incluyen al pasto kikuyo y al
suplemento comercial). Adicionalmente, fueron incluidas en la racién dos fuentes
de AA protegidos: MetP (Mepron: Metionina protegida) y LysP (AjiProL: Lisina
protegida) y capacho de maiz para descontar la contaminacién microbiana
(Cuadro 1). Los aminoacidos protegidos usados en este experimento, fueron los
productos comerciales denominados AjiPro™-L (Lys protegida manufacturado por
la compafia Ajinomoto (Tokyo, Japon), el cual es una matriz compuesta de
minimo 50% de Lys (L-lisina monohidrocloruro HCI), 49% de acidos grasos
protegidos ruminalmente sensibles al pH intestinal y 1% de lecitina de soya
(http://www.ajipro-l.info/) y la Met protegida (Mepron®) manufacturada por la
Industria Evonik (Degussa AG, Alemania) conteniendo 85% de metionina, 3% de
fiora cruda, 1% de extracto etéreo y 1.5% cenizas (http://feed-

additives.evonik.com).
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Los alimentos fueron analizados para determinar su composicién quimica segun
los métodos descritos en el AOAC (2002) en el laboratorio NUTRILAB y de
Nutricibn Animal pertenecientes a la Universidad de Antioquia, ubicados en la
Sede de Investigacion Universitaria y la Facultad de Ciencias Agrarias,
respectivamente. Las concentraciones de MS total, PC y cenizas fueron
determinadas de acuerdo a los métodos 934.01, 976.05 y 923.03 de AOAC,
(2002) y el contenido de extracto etéreo (EE) de acuerdo a la AOAC (1995). La
FDN, fibra en detergente &acida (FDA) y lignina en detergente acido (LDA)
obtenidos por la metodologia descrita por Van Soest et al (1991) y AOAC, método
973.18 procedimiento C y D (1990). En el residuo de la FDA se determind el
contenido de PC para determinar la PC insoluble en el detergente acido (PCIDA)

(Ver cuadro 1).

El contenido de Met en la MetP y de Lys en la LysP fueron determinados por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) (Nollet, 2000) mientras que el
contenido del total de nutrientes digestibles (TDN) del forraje y el alimento
concentrado fue estimado utilizando el procedimiento propuesto por Weiss et al
(1992), que parte de calcular las digestibilidades verdaderas de los CNE (dvCNE),
de la PC (dvPC), del FDN (dvFDN) y del EE (dvEE), basado en la composicién
guimica de los alimentos. Para el concentrado fue usada la siguiente ecuacién con
el fin de corregir el contenido de TDN para este alimento. El forraje por tener un

TDN menor o igual a 60.0% no requirié de este ajuste.

(TDNlX — ((0.18 » TDN1X) — 0.13)) * Consumo

Descuento de TDN (Mcal/Kg) = TDN1X

Tabla 1. Composicion nutricional de los alimentos evaluados. San Pedro de los

Milagros, Antioquia, Colombia. 2014

Table 1. Chemical composition of feeds evaluated. San Pedro de los Milagros,
Antioquia, Colombia. 2013
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Kikuyo  Concentrado MetP LysP

MS total, % 10.9 90.2 98.2 97.4
PC, % MS 18,2 17,1 43,9 56.3
TDN, % MS 60.4° 76.0°

EE, % MS 3,12 3,9 1.00% 42.7
FDN, % MS 56,4 21,8 3

FDA, % MS 31.4 16.5

LDA, % MS 6,35 3,83

PCIDA 1,8 1,1

CNE, % MS 11,4 47,2

ENL (Mcal/Kg de MS)  1.36 1.77 1.941 3.262
Cenizas, % MS 10,9 10 1.50!

Ca, % MS 0.34

P, % MS 0.31

Lecitina de Soya, % MS 1.00?
Met, % MS 0.31 0.58 45.3

Lys, % de MS 0.95 1.09 37.7

L2 valores de referencia reportados por la casa comercial, *Estimado utilizando el modelo sumativo
desarrollado por Weiss et al. (1992), MetP: Metionina protegida ruminalmente (Mepron), LysP:
Lisina protegida ruminalmente (AjiPro-L), MS: Materia seca, PC: Proteina cruda, TDN: Total de
nutrientes digestibles, EE: extracto etéreo, FDN: Fibra en detergente neutro, FDA: Fibra en
detergente acido, LDA: Lignina en detergente &cido, CNE: Carbohidratos no estructurales = 100 —
(%FDN + % PC + % EE + % Cenizas), °ENL: Energia neta de lactancia (mcal/kg) = 0.0245 *NDT
(%) — 0.12, Met: Metionina, Lys: Lisina

Degradacion in situ de la MS, PC y AA para las fuentes.

Para calcular la degradabilidad ruminal fue considerada una tasa de pasaje de la
fracion solida determinada previamente (0.0365h?). Diez y seis muestras de cada
alimento (forraje (molido a 2 mm), concentrado, metionina y lisina protegidas, con
pesos de 4 g) fueron colocadas en bolsas de polyester (15 cm largo x 7.5 cm
ancho y un tamafio de poro de 50 um). Debido a que la contaminacién microbiana
podia ser importante, fueron suspendidas también en el rumen bolsas con
capacho de maiz (molido a 2 mm) para descontar por diferencia las bacterias que
pudieron adherirse a las bolsas (Gargallo et al 2006). Todas las bolsas fueron
introducidas en el rumen de cada vaca (8 bolsas/alimento/vaca), por un periodo de
27.4 h (tiempo estimado de retencion ruminal). Concluido este tiempo de
permanencia en rumen, las bolsas fueron lavadas con agua corriente y secadas
en una estufa de aire forzado a 65 °C por 48 horas. Los residuos de las bolsas

fueron posteriormente pesados para obtener la degradabilidad de la MS por
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diferencia. Un pool del residuo ruminal de cada una de las fuentes fue
confeccionado para determinar la concentracion de PC (AOAC, 2002), el perfil de
AA mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) (Nollet, 2000) y para
ser usado posteriormente en la determinacion de la digestion posruminal. La MS,
PC y AA desaparecidos en el rumen fueron calculados como la proporcion entre la
cantidad de muestra post incubacion y la pre incubada. Este valor fue expresado
como porcentaje de MS, PC, PNDR, AA iniciales incubados y AANDR.

Digestibilidad posruminal de la proteina no degradable en rumen (PNDR).

Las muestras de forraje, concentrado, capacho de maiz y AA protegidos
previamente incubados en rumen durante 27.4 horas fueron sometidos a digestion
intestinal utilizando el método in vivo descrito por Correa et al. (2010). En este
método, 1.0 g del residuo resultante de la incubacion ruminal es colocado en
bolsas de nylon (2.0 x 1.5 cm) con un tamafio de poro de 11 um. Cincuenta bolsas
moviles de nylon (BMN) por alimento, selladas al calor fueron colocadas en el
abomaso de 2 vacas Holstein con canula ruminal permanente mediante una sonda
de polietileno (diametro externo de 20 mm y una longitud de 1.6 metros (Correa et
al., 2010). Las BMN son recuperadas en las heces, las cuales se colectan tres
veces al dia durante las siguientes 120 horas pos-incubacién. Para evitar la
pérdida de las BMN, los animales experimentales se mantuvieron en un potrero
pequefio, con el fin de no alterar el consumo de forraje, permitiéndo acompanar la
excrecién fecal con la recuperacion de las BMN (Garcia et al., 2009). Posterior a la
recuperacion de las BMN en las heces, éstas fueron lavadas con agua corriente,
secadas a 60°C por 48 horas y mezcladas para obtener una muestra final por
cada alimento (forraje, concentrado y AA protegidos). Sobre los residuos de las
BMN se determinaron los contenidos de MS total, PC (AOAC, 2002) y perfil de AA
por HPLC. El aminograma para el concentrado no fue determinado debido a que la
cantidad de muestra final obtenida fue muy baja y por tanto, fue asumido el mismo
perfil del residuo ruminal, lo que podria ocasionar una fuente de error en la

determinacién, aunque también se puede destacar que la cantidad no degradable
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en rumen de la MS, PC y AA es muy baja, ya que casi todo el material es

degradado alli y por lo tanto, el error podria ser considerado como minimo.

La digestibilidad posruminal de PNDR fue calculada por la diferencia entre la
cantidad de PC en el remanente después de la incubacion ruminal y la cantidad de
PC en las BMN colectadas en heces, los valores fueron expresados como un
porcentaje de la proteina cruda total y de la PNDR. La digestibilidad total (DT) de
la PC se obtuvo mediante la suma de la cantidad de proteina degradada en rumen
y la PNDR digerida en el intestino del animal. De la misma manera, se calculé la
digestibilidad total de los AA. Debido a que los valores de degradacion y absorcién
de la PC en el capacho de maiz fueron mayores de lo esperado, fue imposible

utilizar estos valores para descontar la contaminacion microbiana.

Analisis estadistico.

Los datos de tasa de pasaje, desaparicion de la MS, PC y AA fueron analizados
mediante estadistica descriptiva. Se establecieron promedios y desviaciones
estandar para cada uno de los alimentos utilizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten una caracterizacibn completa de la racién de
vacas lecheras en el tropico alto. Este es el primer trabajo en Colombia que
describe no solamente la degradabilidad ruminal y digestibilidad intestinal de la MS
y PC sino también la de los AA. Esta informacion es importante para determinar
qgue AA pueden estar limitando la produccion de proteina lactea en sistemas

especializados de produccion de leche en el pais.

Tasa de pasaje

En este trabajo se encontrdé una tasa de pasaje para la fraccion sélida de la dieta
de 0.0365h? (con A = 1.319, R2= 0.98, p<0.0002), la cual estaba constituida por
pasto kikuyo y suplemento comercial. La tasa de pasaje es un parametro esencial

para calcular la degradabilidad efectiva de la MS, la PC y los AA a nivel ruminal y
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por diferencia la proporcién que llega al intestino delgado de cada una de estas

fracciones.
Degradabilidad Ruminal y digestibilidad posruminal de laMS 'y PC

La degradabilidad ruminal in situ y la digestibilidad intestinal y total de la MS de las

diferentes fuentes son presentadas en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Degradabilidad ruminal, digestibilidad posruminal y total de los

diferentes alimentos. San Pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia. 2013

Table 2. Ruminal degradability, post-ruminal digestibility and total-tract digestibility
of differents feeds. San Pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia. 2013

Parametro® Kikuyo Concentrado LysP MetP
Prom. EEM Prom. EEM Prom. EE Prom. EE
DRMS, % MS 69.0 046 84.7 023 673 037 602 164
MSNDR, % MS 31.0 046 153 023 933 (037 398 164
MSNDRDI, % MS 140 o021 706 011 290 012 250 1.03
MSInd, % MS 170 0.25 824 012 643 o026 148 061
DIMS, % MSNDR 453 165 462 (049 311 089 629 211

DMS aparente, % MS 83.0 (25 918 012 357 o026 852 061

1 En la Cuadro son presentadas la media y los EEM, Prom: Promedios, EEM: Error estandar de la media, % DRMS (MS

Degradable en el rumen)= 1- [(g muestra pos-incubacion ruminal — g de la bolsa vacia)/(g muestra incubada *%MS de la
muestra)]*100; % MSNDR (MS no degradable en rumen digestible en intestino) = 100 - %DRMS; %MSNDRDI (MS no
degradable en rumen digestible en el intestino delgado) = MSNDR * DIMS; % MSInd (MS indigestible)= %MSNDR*((100-
%DIMS)/100); %DIMS (Digestibilidad intestinal de la MS) = 1- [(g muestra en heces — g de la bolsa vacia)/(g muestra
incubada en abomaso*%MS de la muestra)]*100; % DMS aparente (Digestibilidad aparente de la MS) = 100 — MSInd

En el Cuadro 2 las mayores degradabilidades ruminales de la MS fueron para el
pasto kikuyo (69.0%) y concentrado (84.7%), seguido de la MetP (60.2 %). La
digestibilidad aparente de la MS para el concentrado y MetP fueron las mas altas
de todos los alimentos evaluados (91.8 y 85.2%). Los menores valores fueron

obtenidos con LysP (35.7%).

Los valores de degradabilidad ruminal y digestion posruminal de la PC son
presentados en el Cuadro 3. Los alimentos que presentaron mayores porcentajes
de PCDR fueron el concentrado y el pasto kikuyo con 77.2 y 61.8%,

respectivamente. Por lo tanto puede calcularse para estos dos alimentos que la
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PNDR alcanz6 el 22.8 y 38.2% respectivamente. Para la fuente de metionina
protegida (MetP), se encontré una alta PCDR (66.7%) y un bajo aporte de PCNDR
(33.3 %). Para LysP se obtuvo un porcentaje de PCDR y PCNDR de 114 vy
88.6%, respectivamente. Esto evidencia claramente que la MetP no tiene una
buena proteccién, mientras que la Lys si parece estar protegida de la degradacion
ruminal adecuadamente. Cuadro 3. Degradabilidad ruminal y digestion posruminal
de la proteina de los alimentos evaluados. San Pedro de los Milagros, Antioquia,
Colombia. 2013

Table 3. Ruminal degradability and post-ruminal digestion of protein from feeds
evaluated. San Pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia. 2013

Parametro! Kikuyo Concentrado LysP MetP

Prom. EEM Prom. EEM Prom. EE Prom. EE

PCDR, %PC 61.8 o057 772 034 114 035 66.7 137
PCNDR, %PC 38.2 057 228 034 886 (035 333 137
PCNDRDI, %PC 219 033 129 019 36.2 014 197 081
PC Ind, % PC 16.2 024 985 015 524 o021 136 056
DIPC, % PNDR 575 128 568 (045 409 77 592 92927

DPC aparente, % PC 838 024 902 15 476 021 864 (056

L En el Cuadro son presentados la media y los errores estandar de la media, Prom: Promedio, EEM: Error estandar de la

media, % PCDR (%PC degradable en rumen) = 100 — (%PCNDR), %PCNDR (PC no degradable enrumen) = (g MS en el
residuo ruminal* %PC en el residuo ruminal del alimento incubado)/gr MS incubado en el rumen * % PC en el alimento)*100,
%PCNDRDI (%PC degradable en rumen digestible intestinalmente) = %PCNDR*% DIPC/100, %PC Ind (%PC indigestible):
[(gr de MS en heces* %PC en las heces)/(gr de MS incubada en el abomaso* %PC en el residuo ruminal)*100; DIPC
(Digestibilidad intestinal de la PC) =100 - %PClndigest; % DPC aparente (Digestibilidad aparente de la PC) = % PCDR + %
PCNDRDI

Cuando se utilizan fuentes de AA protegidos se espera reducir su degradacion
ruminal, pero este efecto solo se observé para la LysP debido a que se encontrd
una degradabilidad ruminal de la PC de 11.4%. Sin embargo, fue encontrada
también una mas baja digestibilidad intestinal de la PNDR de LysP (40.9%) que

para MetP (59.2%).

En los Cuadros 2 y 3 puede observarse también que la degradacion ruminal de la
MS y PC representan el porcentaje mas alto de la digestibilidad total aparente,

dejando una menor proporcion para ser digestible intestinalmente. Las mayores
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transformaciones y degradaciones del alimento se dan en el rumen, quedando una
proporcidn muy baja disponible para su posterior digestion y absorcion en el
abomaso e intestino delgado. En este contexto, resulta fundamental para el animal
maximizar el aporte de proteina y AA microbiananos para cubrir sus
requerimientos. Sin embargo, una mayor degradaciéon de la PC y de los AA en el
rumen no asegura en si misma un alto flujo de proteina microbiana hacia el ID, ya
gue si esta no esta sincronizada con el aporte de energético de la raciéon sera

convertida en amoniaco y finalmente en urea.

En este trabajo, los valores promedios de la degradabilidad ruminal y digestibilidad
intestinal de la MS fueron mayores para el pasto kikuyo y el alimento concentrado
gue los encontrados por Correa et al. (2012) en vacas Holstein. Dichos autores
reportan valores de 37.1 y 12.4% para el kikuyo y de 58.4% y 39.3% para el
concentrado respectivamente lo que podria estar explicado por el menor tiempo de
incubacion ruminal que fue de tan solo 16 h. Acorde con los resultados del
presente trabajo, una incubacion ruminal de 24 horas para el pasto kikuyo y
utilizando vacas con canula duodenal, Caro y Correa (2006) reportan valores de
DRMS vy digestibilidad posruminal de la MS del orden de 56.0 % y 29.8%. Las
diferencias entre estudios se explicarian principalmente por el tiempo de
incubacion ruminal que resulté diferente entre los tres trabajos. Es evidente por lo
tanto, que el tiempo previo de incubacion ruminal influye sobre la degradacion y
posterior digestibilidad intestinal de la MS, asi como en los aportes de proteina y

AA que llegan al intestino delgado.

Con relacién a la degradabilidad ruminal de la MS de la LysP y MetP se puede
observar que la Lys presentd un aceptable grado de proteccion mientras que la
Met no (ver Cuadro 2). Sin embargo, cuando estas llegan al ID, la Lys tiene baja
digestibilidad intestinal mientras que la Met se digiere en una mayor cantidad. Las
diferencias detectadas se explicarian en parte por los diferentes componentes con
gue se protegen los AA. Mientras que la Lys es protegida con acidos grasos, la

Met es protegida por una cubierta de etilcelulosa.
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Rossi et al (2003) evaluando diferentes productos de MetP y LysP encuentran que
son mayores las degradaciones ruminales a las 24 h para la Met protegida con
acidos grasos hidrogenados o jabones célcicos que contienen acidos grasos de 16
y 18 atomos de carbono que para protecciones con etilcelulosa y polimeros
sensibles al pH. Para la LysP fueron mayores las degradaciones para los acidos
grasos hidrogenados, jabones calcicos con acidos grasos C16 y C18 y triglicéridos
conteniendo jabones calcicos con acidos grasos saturados que para las
protecciones con triglicéridos (Rossi et al. 2003). Sin embargo, cuando fueron
evaluadas las digestibilidades intestinales de los AA protegidos con diferentes
productos se encuentra que es menor para la proteccion con etilcelulosa en la
MetP vy triglicéridos conteniendo jabones calcicos con acidos grasos saturados
para LysP, que fueron especificamente las que tuvieron mayor proteccién ruminal.
Esto confirma nuestros resultados, porque cuando mayor es la proteccion del AA a

nivel ruminal también menor es su digestibilidad a nivel intestinal.

Por otra parte, resulta importante no solamente tener en cuenta el tipo de
proteccion utilizada comercialmente, sino también el aminoacido que esta siendo
protegido y la naturaleza de los &cidos grasos que estan incluidos en el jabdn
calcico que forme parte de la proteccion. En efecto, las grasas hidrogenadas son
pobremente digestibles en ID y la inclusion de acidos grasos insaturados como el
oleico puede mejorar la digestibilidad (Harvatine y Allen, 2006; Drackley et al.,
2007).

En cuanto a la fraccion proteica de los alimentos (Cuadro 3), las degradabilidades
ruminales de la PC en el kikuyo y el concentrado fueron superiores al 60%. Para el
pasto kikuyo, esto puede ser debido a las altas fertilizaciones nitrogenadas que
incrementan el nitrégeno no proteico (NNP) en este forraje y el tipo de proteinas
que constituyen el alimento. Se ha reportado que el kikuyo contiene hasta un
35.1% de N soluble (Marais, 2001) y que la principal y mas importante proteina
encontrada en forrajes frescos es la ribosa-1,5-bisfosfato carboxilasa o rubisco
(McNabb et al., 1998). Dicho compuesto representa el 50-60% del contenido total

de proteina y es rapida e intensamente degradada en el rumen. Otras proteinas,
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como las presentes en las membranas de los cloroplastos resisten la degradacién
ruminal durante los primeros horarios de fermentacion, pero completan su

desaparicion a las 48 horas (Aufrere et al., 1994a).

Para el caso de la proteina del concentrado, la razon para una alta degrabilidad
ruminal radica en la naturaleza de las proteinas de sus componentes mayoritarios
(maiz y torta de soya). Dichas proteinas son de tipo soluble como las albuminas y
las globulinas para la torta de soya y proteinas de almacenamiento como

prolaminas y glutelinas en el grano de maiz.

La torta de soya contiene en promedio un 46% de PC constituida principalmente
por globulinas las que a su vez estan compuestas de conglicininas y glicininas que
resultan altamente degradables en el rumen Su desaparicion ruminal resulta total
entre las 2 y 24 h de incubacion (Aufrere et al., 1994b; Sadeghi et al., 2006). A su
vez, el grano de maiz contiene un 8-10% de PC, predominando las prolaminas
(zeinas) y glutelinas (zeanina) (Hamaker et al., 1995) con degradabilidades de la
PC entre el 70-80% en las primeras 12 h de incubacion ruminal y mas del 80%
para las 24 h post-incubacion (Herrera et al.,, 1990). Por lo expuesto, la
contribucién relativa de cada fraccion proteica en los alimentos evaluados pudo
influir significativamente en el total de proteina degradada en el rumen y afectar a
su vez el patrén de AA que llegan al ID.

La degradacion ruminal e intestinal de la PC del pasto kikuyo fue 61.8 y 21.9 %
respectivamente valores consistentes con los reportados por Castafieda et al.
(2008) y Caro et al. (2006) para esta misma especie forrajera. De igual forma y
utilizando tiempos de incubacion cercanos a los del presente trabajo los Caro y
Correa (2006) informan para estas mismas variables valores de 60.9 % para la
PCDR y 22.52 % para la PNDRDI. Valores inferiores fueron encontrados por

Correa et al. (2010) en un trabajo in vivo.

En cuanto a los AA protegidos, la degradabilidad ruminal de la PC de la LysP
(Cuadro 3) resultd6 mucho menor que la de MetP pero las digestibilidades
intestinales de la PC (%PNDR) son menores para la LysP (40.9%) que para MetP
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(59.2%). En este trabajo, la fuente con mayor proteccién de la degradacion
ruminal presentd menor digestibilidad intestinal lo que se tradujo en una menor
digestibilidad aparente en el total del TGl. Como se comenté anteriormente, el AA
que esta protegido, el tipo de proteccion y los acidos grasos contenidos en la
fuente que protege al AA son factores que contribuyen a explicar las diferencias en
las degradabilidades ruminales y digestibilidades intestinales. Es muy importante
resaltar que al comparar los resultados obtenidos en el Cuadro 3 con el 5, los
valores de degradabilidad ruminal y digestibilidad intestinal para LysP y MetP son
similares, lo que significa que no es necesario determinar el contenido del AA
dentro de la fuente (analisis costoso), sino que bastaria simplemente con la

determinacion de su contenido de PC.

Los resultados encontrados aqui, concuerdan con Lara et al. (2003), que
evaluaron la metionina protegida (Mepron) en diferentes horarios de incubacion
ruminal in situ, encontrando que a las 24 horas el 58.2% de la PC y 44.3 mg/g del
N se habian degradado en el rumen para este producto. Por otra parte,
Berthiaume et al. (2000) evaluaron esta misma fuente de MetP y también
encuentraron una degradacion ruminal de la MS bastante alta, la cual fue de
44.16% a tan so6lo 16 h de incubacion ruminal.

Perfil y digestibilidad de AA en los alimentos evaluados

En los Cuadros 4 y 5 son presentados los aminogramas de los alimentos
evaluados con sus respectivos valores de degradacion ruminal y digestion

posruminal.

Cuadro 4. Perfil de aminoacidos (% de la MS) en el alimento (Alim), en el residuo
después de 27.4 h de incubacion ruminal (RR) y en el residuo después de la
incubacion abomasal encontrado en las heces (RH) de las diferentes fuentes

evaluadas. San Pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia. 2013

Table 4. Amino acids profile (% of DM) of feeds (Alim), residue of ruminal
incubation after 27.4 h (RR) and feaces (RH) of differents sources evaluated. San
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Pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia. 2013

Amino &cidos Kikuyo Concentrado LysP MetP
Alim! RR RH Alim RR RH Alim RR RH Alm RR RH

Metionina (Met) 0.31 0.32 0.13 0.58 0.89 0.89 45.3 39.0 43.4

Lisina (Lys) 095 0.98 0.46 1.09 154 1.54 37.7 35.8 30.1

Leucina (Leu) 1.34 158 1.09 1.27 192 1.92

Isoleucina (lle) 081 096 066 088 14 14

Valina (Val) 1.10 1.56 1.16 0.91 1.02 1.02

Treonina (Thr) 0.32 0.43 0.33 0.65 1.01 1.01

Fenilalanina (Phe) 0.97 128 1.34 0.76 1.17 1.17

Histidina (His) 031 041 03 039 0.6 0.6

Alanina (Ala) 1.36 159 1.01 0.82 1.25 1.25

Arginina (Arg) 0.85 1.13 1.25 0.92 1.32 1.32

Asparagina (Asp) 224 285 228 1.84 2.88 2.88

Glutamina (Glu) 195 245 196 3.55 5.16 5.16

Glicina (Gly) 0.76 0.88 0.58 0.91 1.34 1.34

Serina (Ser) 0.86 1.09 0.81 0.6 091 0.91

Cistina (Cys) 0.17 0.23 0.17 057 0.8 0.8

Tirosina (Tyr) 0.23 0.31 0.23 0.39 06 0.6

Sumatoria 1453 18.1 13.8 16.1 23.8 23.8 37.7 35.8 30.1 45.3 39.0 434

1 Alim: Perfil de AA en el alimento, RR: Perfil de AA después de 27.4 h de incubacién ruminal,

RH: Perfil de AA del residuo encontrado en las heces después de la incubacion abomasal.

Los contenidos de PC y perfil de AA del pasto kikuyo encontrados en este
experimento (ver Cuadros 1 y 4) resultaron consistentes con lo publicado por
Correa et al. (2008). Sin embargo, las concentraciones de PC y AA presentadas
en este trabajo fueron mas altas que para el forraje de 40 dias de rebrote, y mas
bajas que para uno de 30 dias de crecimiento, lo cual pudo deberse a que la PC
del pasto kikuyo en este trabajo fue de 18.2%, valor mas cercano al de 30 (17.8%)
que al de 40 dias de corte (14.4% de la PC). Ademas, la alta fertilizacion
nitrogenada de las pasturas durante afios, ha generado mayores concentraciones

de nitrégeno en el suelo y por lo tanto, mayor contenido de proteina en el forraje.

De la comparacion del perfil de AA esenciales (AAE) del pasto kikuyo y del
alimento concentrado con los reportados para la proteina microbiana por
Hvelplund (1986) surge que los AAE con un menor porcentaje relativo a la

PMicrob fueron la Lisina (Lys), Treonina (Thr), Histidina (His) e Isoleucina (lle)
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para el forraje y la Lys para el alimento concentrado. Los datos presentados en el
Cuadro 4 muestran claramente que el perfil de AA que ingresa al abomaso (perfil
del residuo ruminal) es diferente al del alimento ofrecido (pasto kikuyo y
concentrado). En el caso del pasto kikuyo, los AA de mayor intensidad de cambio
fueron Val, Cys, Tyr, Thr, Arg, His y Phe con incrementos superiores al 32.0%.
Para el alimento concentrado los AA que mas variaron fueron lle, Asp, Thr, Phe,
His, Tyr y Met con incrementos mayores al 53.4%. Los dos AA que mas variaron
en el kikuyo y el concentrado fueron los de cadena ramificada (Val e lle
respetivamente), ya que estos son desaminados y descarboxilados por los
microorganismos ruminales para producir acidos grasos volatiles de cadena
ramificada (acido isobutirico, isovalerico, valerico y 2-metillbutirico) necesarios
para el crecimiento y sintesis de la proteina microbiana en el rumen (Ling et al.,
2013).

En el Cuadro 5, se presentan los valores de degradabilidad ruminal y digestibilidad
de los AA en los alimentos evaluados. La degradacion ruminal de los AA para el
kikuyo vario entre 56.0 y 68% para el valor minimo y maximo respectivamente. En
tanto, que para el concentrado los valores flucturaron entre 76.1 y 82.9%, lo que
podria indicar una mayor disponibilidad de estos nutrientes para la microflora
ruminal en el suplemento que en el forraje. Por otra parte, se encontré que para
las fuentes de AA protegidos, la degradabilidad ruminal de LysP fue de 11.5%
mientras que para MetP fue del 65.8% representando este ultimo un valor
demasiado elevado por tratarse de una fuente protegida. Esto provoco que la
cantidad que paso6 a abomaso e intestino delgado fuera mucho mas baja en MetP

que para LysP.
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Cuadro 5. Degradabilidad ruminal y digestibilidad intestinal de los AA en los alimentos evaluados.

Table 5. Ruminal degradability and intestinal digestibility of amino acids in feeds evaluated.

AADR, % AAI AANDR, % AAI AA DI, %AANDR AANDRDI, %AAI AA Ind, % AAI AADT, %AAI

AA Kikuyo ~ Concent LysP MetP kikuyo Concent LysP MetP Kikuyo Concent LysP MetP Kikuyo Concent LysP MetP Kikuyo Concent LysP MetP Kikuyo Concent LysP MetP
Met 68.0 76.7 65.8 32.0 23.3 34.2 77.4 57.8 58.7 24.8 13.5 20.1 7.20 9.90 14.1 92.7 90.1 85,9
Lys 68.0 78.4 11.5 32.0 21.6 88.5 74.3 54.5 421 23.8 11.8 37.2 8.20 9.90 51.3 91.8 90.1 48,8

Leu 63.3 76.9 36.7 23.0 62.3 57.3 22.8 13.2 13.8 9.90 86.2 90.1

lle 63.4 75.8 36.6 24.2 62.3 59.3 22.8 14.4 13.8 9.90 86.2 90.1

Val 56.0 82.9 43.8 17.1 59.3 42.2 26.1 7.30 17.9 9.90 82.1 90.1

Thr 58.8 76.4 41.2 23.6 57.8 58.3 23.8 13.8 17.4 9.90 82.6 90.1

Phe 59.3 76.6 40.7 23.4 42.6 57.8 17.4 13.5 234 9.90 76.7 90.1

His 58.7 76.4 41.3 23.6 60.7 58.2 25.1 13.7 16.2 9.90 83.8 90.1

Arg 58.8 78.1 41.2 21.9 39.6 55.1 16.3 12.1 24.9 9.90 75.1 90.1

Ala 63.7 76.6 36.3 234 71.4 57.8 25.9 135 10.4 9.90 89.6 90.1

Asp 60.6 76.1 394 23.9 56.2 58.8 221 14.1 17.2 9.90 82.8 90.1

Glu 61.1 77.8 38.9 222 56.2 55.7 21.9 124 17.0 9.90 83.0 90.1

Gly 64.3 775 35.7 225 42.3 56.2 15.1 12.6 20.6 9.90 79.4 90.1

Ser 60.6 76.6 394 234 59.3 57.9 234 135 16.0 9.90 84.0 90.1

Cys 58.6 78.6 41.4 214 57.9 53.9 24.0 115 17.4 9.90 82.6 90.1

Tyr 58.8 76.3 41.2 23.7 59.0 58.4 24.3 13.8 16.9 9.90 83.1 90.1

Prom 61.5 77.4 115 65.8 385 22.6 88.5 34.2 58.3 56,3 421 58.7 22.4 12.7 37.2 201 16.1 9.90 513 141 83.9 90.1 48.8 85.9
EEM 0.71 0.51 035 141 071 0.51 035 141 031 0.97 075 234 0.48 0.36 0.15 0.83 0.21 0.14 0.67 080 0.21 0.14 0.16 0.52

AADR: Porcentaje de AA degradable en el rumen. AANDR: Porcentaje del AA no degradable en el rumen. AA DI: Porcentaje de digestibilidad del AANDR, AANDRDI: Porcentaje del
AA no degradable en rumen digestible intestinalmente, AA Ind: Porcentaje del AA indigestible, AADT:Digestibilidad total aparente de los AA, AAl: Aminoé&cido inicial incubado , AAE-

aminoacidos esenciales: Met — metionina, Lis — lisina, Leu — leucina, lle — isoleucina, Val — valina, Thr — treonina, Phe — fenilalanina, His — histidina, Arg —arginina, AANE-

aminoacidos no esenciales: Ala — alanina, Asp — aspartato, Glu: glutamina, Gly — glicina, Ser — serina, Cys — cistina, Tyr — tirosina, Prom: Media aritmética = Y AA/n, donde n= 16. San

Pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia. 2013.
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Como ya fue comentado, los aminoacidos de mayor desaparicion ruminal (AADR
como % del AA inicial incubado) para el pasto kikuyo fueron la Met y la Lys
mientras que para el concentrado fueron la Val, Cys y Lys. Por otra parte, los AA
mas digestibles de la PNDR fueron en su orden Val, Ala, His y Met para el kikuyo
e lle y Asp para el alimento concentrado. Estas diferencias en la degradacion y
digestibilidad de los AA individuales entre el pasto kikuyo y el concentrado puede
depender principalmente de la degradacién de la proteina en la cuales ellos estan
incluidos lo que a su vez es funcion de las diferencias entre las proteinas
constitutivas del alimento, como albuminas, globulinas (altamente degradables en
rumen), prolamina y glutaminas (con mayor resistencia a la degradacion ruminal).
Adicionalmente, estos valores también son influenciados por la solubilidad y
estructura de las proteinas que contienen los aminoacidos y su aminograma
(Taghizadeh et al., 2005). Podria pensarse que la composicion de AA en las
proteinas que escapan de la degradacion ruminal en el pasto kikuyo es mayor
debido a que la susceptibilidad a la degradacién es menor por estar compuesto de
tejidos vegetales mientras que, la menor degradacion ruminal y aporte intestinal de
AA desde los alimentos concentrados puede deberse a que algunas de las fuentes
de proteina comunmente usadas para la produccién animal, son expuestas a
calor, presion o alcalosis y este tipo de condiciones hace que ciertos AA
reaccionen con otros compuestos presentes en el alimento, resultando en
compuestos no disponibles nutricionalmente y disminuyendo la biodisponibilidad
de los AA en el ID (Hurrell y Carpenter, 1981).

Los AA méas degradables y digestibles en todo el tracto gastrointestinal
(considerando el AA que se degrada en el rumen y el que se absorbe
intestinalmente que viene desde la PNDR) fueron Lys y Met para el pasto kikuyo
(92.7 y 91.8 % como % del AAI respectivamente). Al parecer estos dos AA son
requeridos en mayor cantidad tanto por los microorganismos ruminales como por
el animal. Por otra parte, AA como la Gly, Arg y Phe en el pasto kikuyo son los AA
gue llegan en mayor cantidad al ID pero se absorben en menor porcentaje (15.1,
16.3 y 17.4% respectivamente), mientras que para el suplemento comercial dichos
AA fueron Val con 7.30, Cys 11.5 y Lys 11.8 %. El caso de la Val llama la
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atencion debido a que, aunque fue el AA con el menor aporte y absorcion en el ID
desde el concentrado, en el forraje sucedio lo contrario, es decir, tuvo la menor
degradabilidad ruminal y mayor aporte al ID, por lo que el kikuyo podria
compensar muy posiblemente las deficiencias que pudieran presentarse de este
AA en un sistema basado en forrajes y concentrado.

Los resultados del Cuadro 5 sugieren que la LysP presentd una mejor proteccion
que la Met debido a que sélo el 11.5 % se degrada en el rumen con una mayor
cantidad de Lys al ID (88.5%) mientras que la MetP es degradada a nivel ruminal
en un 65.8% y soélo pasa al abomaso e intestino un 34.2%. Sin embargo, la DI fue
mucho mas baja para la LysP que para la MetP lo que muestra claramente que el

método de proteccién tambien impide su absorcion a nivel intestinal.

La digestibilidad intestinal para ambos AA protegidos fue diferente siendo la MetP
superior en un 16.6%. Sin embargo, la LysP presenté una menor degradabilidad
en el rumen y por lo tanto un mayor aporte de PNDRDI (% AAIl) comparada con la
fuente de MetP. Puede concluirse que el mayor grado de proteccion fue
alcanzado en el producto LisP y que el método de proteccion del AA a nivel
ruminal va en detrimento de su digestibilidad intestinal generando finalmente
mayores peérdidas del producto en las heces debido a una restringida
disponibilidad y digestibilidad en el rumen, abomaso e ID (ver resultados de AADT,
% AAI para la LysP y MetP). Un desarrollo de proteccion mas efectivo resulta
necesario para la METya que la estimacion de la cantidad de MetP que pasa al
abomaso e intestino resultd muy bajalo que reduce el aporte de Met al utilizar esta
fuente de AA protegido. Es necesario resaltar también, que a pesar de ser la Met
una fuente con menor proteccién que la Lys, su digestibilidad en el TGl fue
elevada (85.9%) en relacion al valor estimado para la Lys (48.8%). Puede
especularse que aunque llega menor cantidad de Met al ID una parte es utilizada
en el rumen lo que implicaria un mayor aprovechamiento de este producto por
parte del animal en caso de presentar efectos positivos en la produccion de
proteina microbiana. De todo lo expuesto surge que los AA protegidos deben ser

evaluados teniendo en cuenta tanto su degradabilidad ruminal como su
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digestibilidad intestinal para poder contar con elementos mas precisos para definir
el grado correcto de inclusion de estos productos en la dieta para vacas lecheras.
Los resultados sugieren que no siempre una alta efectividad de proteccion ruminal

serd acompafada de una alta disponibilidad en el intestino delgado y viceversa.

Conclusiones

El forraje y el concentrado presentaron los mayores niveles de degradacion de los
AA en el rumen alcanzando valores promedio de 61.5y 77.4% para el kikuyo y el
concentrado respectivamente. Como consecuencia, una menor proporcion de AA
estara disponible para su posterior digestién y absorcion en abomaso e intestino.
De la cantidad de AA no degradable en rumen gque llega al ID sélo se absorbe en

promedio el 58.3 y 56.3% para todos los AA evaluados.

La proteccion ruminal para la LysP fue alta como consecuencia de una baja
degradacion ruminal mientras que para la MetP la cantidad degradada en el rumen
fue mayor al 50%. Sin embargo, la efectividad del método de protecciéon ruminal

fue en detrimento de su digestion a nivel intestinal.
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CAPITULO 4. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE METIONINA Y LISINA
PROTEGIDAS EN EL CONSUMO DE ALIMENTO, FLUJO INTESTINAL DE LA
PROTEINA Y PRODUCCION DE LECHE DE VACAS HOLTEIN

Este capitulo permiti6 cumplir con el primer y segundo objetivo especifico de la

tesis:

Determinar el efecto de la suplementacion con aminoacidos protegidos sobre la
cantidad de proteina metabolizable en vacas lecheras.
Evaluar el efecto de la suplementacibn con aminoacidos protegidos sobre la

produccion de leche en vacas lecheras entre 80 a 150 dias en lactancia.

En este capitulo, apoyado en un software de facil y libre utilizacién (Amino Cow), a
partir de datos de entrada como elconsumo de materia seca (CMS) del forraje y
produccion de proteina microbiana (PMicrob) tedricos y CMS del concentrado y
PNDR del forraje y concentrado reales (datos obtenidos del capitulo 3), fue
estimada la cantidad de proteina metabolizable (PM) de Ila dieta, los
requerimientos de Lys y Met y los aportes de la dieta para estos dos AA en cada
uno de los animales experimentales, antes de realizar la suplementacién con las
fuentes protegidas de aminoacidos. ElI programa finalmente, arroj6 las

estimaciones de los balances de Met y Lys.

Posteriormente, se pasd a suplementar los animales con las cantidades
adecuadas para cubrir las deficiencias de estos dos AA y se evalud el efecto de
estos sobre el consumo de alimento, flujo intestinal de proteina y produccion de

leche.
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CAPITULO 4. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE METIONINA Y LISINA
PROTEGIDAS EN EL CONSUMO DE ALIMENTO, FLUJO INTESTINAL DE LA
PROTEINA Y PRODUCCION DE LECHE DE VACAS HOLTEIN
M Duque 2 M.Sc, R R Noguera,* Ph.D, M Olivera,?* Dr.Sci.

lUniversidad de Antioquia, Facultad de Ciencias Agrarias. Grupo de Investigacién
en Ciencias Agrarias — GRICA. Medellin, Colombia. Universidad de Antioquia,
Facultad de Ciencias Agrarias. Grupo de Investigacion Biogénesis. Medellin,

Colombia. *Correspondencia: jaime.rosero@udea.edu.co
RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de la
suplementacién de metionina y lisina protegidos en vacas lecheras sobre el
consumo de materia seca, flujo de aminoacidos al intestino delgado, produccion y
composicion de la leche. El experimento fue realizado en 12 vacas Holstein
multiparas con un promedio de produccion de 24 + 4.76 kg/dia entre 2 y 4 partos,
con 126 + 14 dias en lactancia. Los animales fueron introducidos aleatoriamente a
uno de los dos tratamientos experimentales, los cuales fueron: Control: Animales
consumiendo pasto kikuyo y concentrado, sin suplementacion con aminoacidos
protegidos, MetLys: Animales consumiendo pasto kikuyo y concentrado mas
suplementacion de metionina y lisina protegidas (75 gr MetP y 190 grLysP en
promedio respectivamente). El periodo experimental fue de 20 dias, en el cual los
primeros 14 dias fueron de adaptacion a la dieta y los siguientes 6 fueron para
recoleccion de datos y toma de muestras. EI consumo de materia seca del forraje
fue similar entre el grupo control (11.5) y MetLys (11.9 Kg CMS/vaca/dia) (p>0.05).
La proteina metabolizable fue mayor en MetLys que en el grupo control (p<0.05),
debido a la mas alta produccion de proteina microbiana que en el grupo control
(p<0.05). Los aportes y balances de metionina y lisina que llegan al intestino
delgado fueron diferentes entre grupos, siendo mejor en MetLys porque el
suministro de aminoacidos protegidos y la produccion de proteina microbiana
fueron significativamente mas altos (p<0.05) en este grupo experimental. No

fueron encontradas diferencias significativas en produccion, produccion de grasa,
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sélidos no grasos, proteina entre grupos experimentales (p>0.05). Hubo una
tendencia hacia el incremento de la produccion de leche corregida al 4% de grasa
(p=0.08) y lactosa (p=0.10). Las concentraciones de metabolitos como BHB y

MUN no fueron modificados con la suplementacion.

Introduccién

La informacion sobre los efectos de un adecuado aporte y balance de aminoacidos
(AA) limitantes sobre el incremento de la eficiencia en el uso de la proteina y el
mejoramiento de la respuesta productiva en vacas lecheras es aun excasa y ha
constituido un importante desafio para investigadores y nutricionistas. En
monogastricos, las raciones son normalmente formuladas para cubrir los
requerimientos de proteina metabolizable y AA, lo cual ha contribuido a mejorar la
respuesta productiva y a reducir los costos de produccién. Puede por lo tanto
hipotetizarse que los beneficios potenciales de lograr un correcto balance de las
raciones con AA especificos podria ser de igual importancia en rumiantes
(Robinson, 2010).

En los rumiantes el perfil de AA que llega al intestino delgado (ID) est&
determinado por la proteina microbiana producida en el rumen (PMicrob), la
proteina no degradable en el rumen (PNDR) y la proteina endogena (PE). La
PMicrob resulta de muy alta calidad debido a su adecuado perfil de AA, mientras
que la PNDR que puede representar de un 40 a 50% de la proteina metabolizable
(PM), es mucho mas variable en su perfil de AA resultando en general de mas
baja calidad que la PMicrob (Iskenderov y Mamedova 2013). Ambas fuentes de
proteina son por lo tanto importantes y deben ser consideradas en la evaluacién y
formulacion de raciones, aunque en la practica su determinacion es dificil usando
los actuales modelos para predecir los requerimientos y aportes de la dieta.
Algunos modelos como el National Research Council (NRC, 2001), Dairy Ration
Evaluator (Shield, Robinson 1998), Amino Cow (Amino Cow, 2010), Cornell Net
Carbohydrate and Protein System (CNCPS, O'Connor 1993), Cornell-Penn-Miner
Dairy program (CPM Dairy, Swanepoel et al 2010a) y Agriculture Modeling and
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Training Systems (AMTS) han sido utilizados para la determinacién del balance
de AA en vacas lecheras, aunque la falta de precision de los requerimientos en
AA absorbibles en el intestino y su suministro han limitado su uso, problema que
se amplifica en sistemas de pastoreo debido a la mayor complejidad asociada a la
obtencion de esta informacion. EI Aminocow (AC) es un programa de aplicacion
practica, de libre acceso y muy util para determinar los requerimientos y aportes
de AA en la dieta, empleando investigacion cientifica y actual. Este programa fue
creado en respuesta a las necesidades de los nutricionistas en campo, que
blascaban definir cuando y como se podia suplementar con Met protegida, ademas
porque el uso de CPM / CNCPS que era el Unico programa disponible para
equilibrar los AA en las raciones de vacas lecheras requeria mucho tiempo y era
complicado su uso en campo. Adicionalmente, en un estudio de metaandlisis
realizado por Patton (2010) evalud las predicciones del NRC y del AC para flujo de
Lys, Met y de PM y no encontré diferencias en el flujo de estos dos AA, ni en la
Met y Lys como % de la PM, pero si hubo diferencias en el flujo de PM, siendo

menor para el AC.

Diferentes investigaciones han sido conducidas con la finalidad de incrementar el
suministro de PNDR y AA al duodeno en vacas lecheras (Piepenbrink et al 1996).
Se ha determinado que la concentracién de metionina (Met) y lisina (Lys) en la PM
son los AA mas limitantes en una amplia variedad de raciones (Schwab 1976,
NRC 2001). De hecho, la Met es tipicamente reconocida como el primer AA
limitante y la suplementacién con Met ha mejorado la respuesta productiva en
vacas lecheras (Armentano et al 1997, Rulquin and Delaby 1997). Sin embargo,
existe discrepancia respecto a cual AA es el mas limitante para la produccién de
leche y se postula que después de la Lys y Met, los AA mas limitantes para la
sintesis de proteina lactea serian la leucina (Garnsworthy et al, 2008), fenilalanina,
isoleucina, treonina (Nichols et al 1998, Piepenbrink and Schingoethe 1998, Liu et
al 2000), histidina y arginina (Vanhatalo et al 1999, Korhonen et al 2000; Kim et al
2001). Este hecho sugiere que obtener un correcto balance en AA en la dieta
resulta una tarea bastante compleja.
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Por otra parte, las respuestas en produccion de leche a la suplementacion con Met
y Lys han sido variables siendo en algunos casos positivas en el incremento de la
produccion, contenido y produccién de proteina lactea (Lara et al 2006, Robinson,
2010) mientras que en otros se ha logrado solamente un aumento en el consumo
de alimento (Rulquin, 1992 and Schwab et al., 1993, Robinson, 2010). Otros
autores (Swanepoel et al., 2010) suplementando con Lys protegida (LysP) para
liberar 41 g de Lys/vaca/dia en el ID, encontraron efectos adversos como
disminucién de la produccion de proteina y grasa en la leche. En otro estudio con
infusion de Lys y/o Met al abomaso al 140% de los requerimientos de dichos AA
absorbibles en intestino, se registré un menor consumo, produccion de leche y
lactosa con una tendencia a menos proteina secretada cuando la infusion fue
solamente con Met o fue en conjunto con la Lys (Robinson et al 2000). Esta falta
de respuestas consistentes exige informacion adicional sobre AA limitantes en

diferentes etapas de la lactancia y en diversos sistemas de alimentacion.

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de la suplementacion con
Met y Lys protegidas sobre el consumo de alimento, el aporte de proteina
metabolizable, la produccion y composicién de la leche de vacas Holstein en
pastoreo.

Materiales y métodos

Localizacién, animales y manejo

El trabajo fue desarrollado en la finca Betania, localizada en Santa Rosa de Osos
(Antioquia, Colombia), a 2500 msnm y 14°C de temperatura promedio. Fueron
seleccionadas 12 vacas de raza Holstein, multiparas (2 y 4 partos) con 126 + 14
dias en lactancia. Al inicio de la prueba, los animales presentaron una produccion
promedio de 24.0 + 4.76 I/dia de leche con 2.89 + 0.17% de proteinay 3.34 + 0.42
% de grasa butirosa. El peso promedio fue de 574.1 + 56.2 Kg y la nota promedio
de condicion corporal fue de 3.02 + 0.2. Los animales fueron aleatoriamente

asignados a uno de los dos tratamientos experimentales. El periodo experimental
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tuvo una duracion de 20 dias (desde el 3 al 23 enero de 2014), en el cual los
primeros 7 dias fueron de adaptacion a la dieta y los siguientes 13 fueron para

recoleccion de datos y toma de muestras.

Los animales fueron manejados en un sistema de pastoreo rotacional por franjas
con una oferta de 13 Kg de MS/vaca/dia de pasto Kikuyo (Pennisetum
clandestinum). Ademas de pastura, los animales recibieron en promedio 7.6 +
0.29 Kg/vaca/dia de un suplemento comercial ofrecido por mitades al momento de
cada ordefio (5:00 y 14:00 h). Los animales dispusieron de agua y sal mineral a
voluntad en la parcela de pastoreo. La cantidad diaria de concentrado ofrecido fue
ajustado segun el nivel de produccién a razén de 1 Kg de alimento concentrado

cada 3 Kg de leche producida.
Alimentos evaluados y dieta de los animales

Los alimentos fueron los componentes de una dieta completa para vacas lecheras
gue normalmente incluyen al pasto kikuyo y al suplemento comercial.
Adicionalmente, fueron incluidas en la racién dos fuentes de AA protegidos: MetP

(Metionina protegida) y LysP (Lisina protegida).

Los alimentos fueron analizados para determinar su composiciébn quimica segun
los métodos descritos en el AOAC (2002) en el laboratorio NUTRILAB y de
Nutricibn Animal pertenecientes a la Universidad de Antioquia, ubicados en la
Sede de Investigacién Universitaria y la Facultad de Ciencias Agrarias,
respectivamente. Las concentraciones de MS total, PC y cenizas fueron
determinadas de acuerdo a los métodos 934.01, 976.05 y 923.03 de AOAC,
(2002) y el contenido de extracto etéreo (EE) de acuerdo a la AOAC (1995). La
FDN, fibra en detergente acida (FDA) y lignina en detergente acido (LDA)
obtenidos por la metodologia descrita por Van Soest et al (1991) y AOAC, método
973.18 procedimiento C y D (1990). En el residuo de la FDA se determind el

contenido de PC para determinar la PC insoluble en el detergente acido (PCIDA).

El contenido de Met en la MetP y de Lys en la LysP fueron determinados por

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) (Nollet, 2000) mientras que el
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contenido del total de nutrientes digestibles (TDN) del forraje y el alimento
concentrado fue estimado utilizando el procedimiento propuesto por Weiss et al
(1992), que parte de calcular las digestibilidades verdaderas de los CNE (dvCNE),
de la PC (dvPC), del FDN (dvFDN) y del EE (dvEE), basado en la composicién
quimica de los alimentos (Ver tabla 1). Para el concentrado fue usada la siguiente
ecuacion con el fin de corregir el contenido de TDN para este alimento. El forraje

por tener un TDN menor o igual a 60.0% no requirié de este ajuste.

(TDNlX — ((0.18 * TDN1X) — 0.13)) + Consumo
TDN1X

Descuento de TDN (Mcal/Kg) =

Tabla 1. Composicién quimica de los alimentos consumidos por las vacas lecheras

utilizadas en el ensayo.

Kikuyo Concentrado MetP LysP
MS total, % 10.9 90.2 98.2 97.4
PC, % MS 18.2 17.1 43.9 56.3
TDN, % MS 60.4° 76.0°
EE, % MS 3.12 3.9 1.00! 42.7
FDN, % MS 56.4 21.8 3
FDA, % MS 31.4 16.5
LDA, % MS 6.35 3.83
PCIDA 1.8 11
CNE, % MS 11.4 47.2
ENL (Mcal/Kg de MS) 1.36 1.77 1.941 3.267
Cenizas, % MS 10.9 10 1.50t
Ca, % MS 0.34
P, % MS 0.31
Lecitina de Soya, % MS 1.002
Met, % MS 0.31 0.58 45.3
Lys, % de MS 0.95 1.09 37.7

L2 valores de referencia reportados por la casa comercial, *Estimado utilizando el modelo sumativo
desarrollado por Weiss et al. (1992), MetP: Metionina protegida ruminalmente (Mepron), LysP:
Lisina protegida ruminalmente (AjiPro-L), MS: Materia seca, PC: Proteina cruda, TDN: Total de
nutrientes digestibles, EE: extracto etéreo, FDN: Fibra en detergente neutro, FDA: Fibra en
detergente &cido, LDA: Lignina en detergente acido, CNE: Carbohidratos no estructurales = 100 —
(%FDN + % PC + % EE + % Cenizas), °ENL: Energia neta de lactancia (Mcal/kg) = 0.0245 *NDT
(%) — 0.12, Met: Metionina, Lys: Lisina.
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Estimacién de los balances de Met y Lys

Para poder llevar a cabo las determinaciones del balance de Met y Lys para cada
uno de los animales y determinar las cantidades diarias de Met y Lys a
suplementar fue realizada una simulacion, generandose en primer término la
estimacion de los requerimientos de Met y Lys teniendo en cuenta el nivel de
produccion de leche, el peso vivo del animal, la produccién de grasa y proteina de
la leche y la cantidad de AA gque llega al ID. Para esta ulltima estimacion se utilizé
la cantidad de proteina metabolizable generada la cual incluye a la proteina no
degradable en rumen (PNDR), la proteina microbiana (PMicrob) y la proteina

endogena (PE).
Calculo de los requerimientos

Los requerimientos de Met y Lys para cada animal fueron estimados a través del
programa Aminocow (AC) Dairy Ration evaluator, version 3.5.2 (Evonik Industries;
http://www.makemilknotmanure.com/aminocow.php). Dicho programa se basa en
un enfoque factorial para establecer dichos requerimientos a partir de los
requerimientos de mantenimiento, produccion de leche y crecimiento corporal. El
crecimiento corporal es calculado cuando el animal presenta menos de 48 meses
de edad y su tamafio corporal es menor al ideal. En el caso especifico de la finca
utilizada, el peso maduro fue establecido en 580 Kg determinado con los animales
del establecimiento que tenian entre 3 y 6 partos. Los parametros utilizados para
cada animal incluyeron el peso vivo (PV), los dias en leche, la edad, la produccién
de leche y el porcentaje de proteina previamente obtenidos en el hato lechero para

cada uno de los animales que fueron incluidos en la experimentacion.

Las ecuaciones utilizadas para el célculo de los requerimientos de Met y Lys se

presentan en la Tabla 2 (Aminocow, 2010).

Tabla 2. Ecuaciones utilizadas para la estimacion de los requerimientos de Met y

Lys en vacas lactantes (Aminocow, 2010)
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Met

Lys

METmant = 0.0272 * (PV°75)

LYSmant = 0.0932 * (P\/075)

METleche = Pdn leche* % PC proteina leche * 0.38572 | LYSleche = Pdn leche * % CP proteina de la leche *1.16072
METgan= Factor de ganancia * 13.3 LYSgan = Factor de ganancia* 46

METreg= METmant + METleche + METgan LYSreq =LYSmant + LYSleche + LYSgan

Factor de ganancia de peso = PV maduro - PV vaca/365 - dias en leche

PV maduro = 580 Kg

METmant: Requerimientos de Metionina para mantenimiento, METleche: Requerimientos de
metionina para producciéon de leche, METgan: Requerimientos de metionina para crecimiento,
METreq: Requerimiento total de metionina, LYSmant: Requerimientos de lisina para
mantenimiento, LYSleche: Requerimientos de lisina para produccion de leche, METgan:
Requerimientos de lisina para crecimiento, METreq: Requerimiento total de lisina.

Calculo del aporte de PM y AA metabolizables (AAM)

Los aportes de PM y AAM fueron estimados para cada uno de los animales
experimentales a partir de la sumatoria de las fracciones PNDR, PMicrob y PE.
Para calcular el aporte de cada una de las fracciones citadas antes de iniciar el
experimento, fue necesario estimar los siguientes parametros: a) el CMS promedio
por animal/dia, el cual fue estimado mediante el método de la diferencia entre el
aforo de entrada y salida de los animales a la franja de pastoreo, siendo su valor
de 13 Kg MS/vaca/dia, b) la cantidad de PNDR de cada uno de los alimentos y el

TDN de los alimentos utilizados en la racion.

PM, g = PNDR + PMicrob + PE
AAM, g = AANDR + AAMicrob + AAEnd
Doénde:

PNDR 6 AANDR: Proteina 6 AA no degradable en rumen
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PMicrob 6 AAMicrob: Proteina 6 AA de origen microbiano
PE 6 AAENd: proteina 6 AA de origen enddgeno

Las férmulas para los calculos de las diferentes fuentes de la PM fueron las

siguientes:

Proteina no degradable en rumen (PNDR) y aminoacidos no degradables en
rumen (AANDR). Este aporte fue calculado con base en la degradabilidad ruminal
in situ y digestibilidad intestinal del pasto Kikuyo, concentrado y las fuentes de
AAP.

PNDR, g = CMS alimento (g) * % PC del alimento * % PNDR del alimento * % DI PC
AANDR, g = CMS alimento (g) * % MSNDR * % AA * AA DI
Donde:
AANDR: Aminoacido no degradable en rumen
AA DI: Digestibilidad intestinal del aminoacido

Proteina microbiana (PMicrob) y AA procedentes de la PMicrob. El aporte de
PMicrob fue calculado por la formula del NRC (2001) para cada uno de los
animales experimentales la cual requiere los datos del total de nutrientes

digestibles de los alimentos y el consumo de estos para su estimacion.
PMicrob, g/d = (0.13 = TDN consumido del kikuyo (Kg)) * 1000
TDN consumido = Kg MS consumido de forraje o concentrado * % TDN

Los valores de TDN para el suplemento y el forraje fueron 76 y 60.4 %

respectivamente.
AAMicrob, g/d = PMicrob * % AA * 0.6 * 0.8
Donde:

AAMicrob: Aminoéacido procedente de la PMicrob
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0.6 y 0.8: 60% de la sintesis de proteina microbiana es asumida como proteina

verdadera y 80% es la digestibilidad de la proteina microbiana respectivamente.

Proteina enddgena (PE) y aminoacidos endogenos (AAENd). El aporte de esta
fraccion es determinada con base en la cantidad de MS consumida total, como es

mostrada en la siguiente férmula:
PE,g/d = 11.87 g/Kg * CMS (Kg)del alimento

EMet,g/d = 0.11 g/Kg * CMS (Kg)del alimento * 0.8

ELys, g/d = 0.40 g/Kg * CMS (Kg)del alimento * 0.8
Donde:
EMet: Metionina metabolizable desde la PE
ELys: Lisina metabolizable desde la PE
0.8: Coeficiente de digestibilidad de los aminoacidos procedentes de la PE

El promedio de las estimaciones de los balances de la Lys y Met, la composicion
guimica de las dietas y los consumos estimados inicialmente de cada uno de sus
componentes (CMSf, CMSc, CMSt), asi como los consumos de PC, PDR, PNDR,
Met, Lys y las deficiencias de estos dos aminoacidos en la dieta son presentados

para cada uno de los tratamientos en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicion de la dieta, consumo estimado y balance de AA

proyectados

Tratamientos
ltem Control MetLys

Variables de la dieta

PC (% del CMSt) 17.8 18.4
FDN (% del CMSt) 43.6 43.6
EE (% del CMSt) 3.4 3.8
TDN (% del CMSt) 65.5 66.5
ENL (Mcal/Kg de CMS) 1.49 1.52
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Variables de consumo

CMSf (Kg/d) 13 13
CMSc (Kg/d) 7.68 7.53
CMSt (Kg/d) 20.7 20.8

Variables de consumo estimadas

CPC total (g, %MS) 3560 3471
CPDR total (g, %MS) 2384 2315
CPNDR total (g, % MS) 1176 1160

Variables metabolizables predichas por el modelo

PM (g/d) 1712 1707
Deficiencia de Met (g/d) -7.38 -6.91
Met (% PM) 1.34 1.35
Deficiencia de Lys (g/d) -26.37 -23.9
Lys (% PM) 4.67 4.69

CMSH: Consumo de MS del forraje = aforo entrada — aforo de salida, CMSc: Consumo de materia
seca del concentrado = Oferta (Kg) — Rechazo (Kg), CMSt: Consumo de MS total = CMSf + CMSc,
PC: Proteina cruda, FDN: Fibra en detergente neutro, EE: Extracto etéreo, TDN: Total de nutrientes
digestibles, ENL: Energia neta de lactancia. Cada fraccidon quimica para el tratamiento control fue
calculada como: (Kg de la fraccion quimica aportada por cada una de las fuentes - forraje,
concentrado / CMSt)*100 y para el grupo MetLys como: (Kg de la fraccién quimica aportada por
cada una de las fuentes - forraje, concentrado, MetP, LysP / Kg de CMSt) *100. CPC total:
Consumo de proteina cruda total = CMSf (kg) * % PC del forraje + CMSc (Kg) * % PC del
concentrado, CPDR total: Consumo de proteina no degradable en rumen = CMSf (Kg) * %
PDRforraje + CMSc (Kg)* % PDRconcentrado, CPNDR total: Consumo de proteina no degradable
en rumen total = CMSf (Kg) * % PNDRforraje + CMSc (Kg) * % PNDRconcentrado, PM: Proteina
metabolizable = PMicrob + PNDR + PE, Met (%PM): Met como porcentaje de la PM = g de Met
metabolizable/ g de PM, Lys (%PM): Lys como porcentaje de la PM = g de Lys metabolizable/ g de
PM. Para los valores estimados en esta tabla en cada uno de los grupos experimentales, fue
considerado los consumo de forraje (promedio estimado) y el alimento concentrado para cada uno

de los animales que fueron incluidos dentro de cada tratamiento.

Tratamientos

Los tratamientos utilizados en este estudio fueron dos, el tratamiento Control
(Control): Pasto kikuyo + suplemento comercial sin aminoacidos protegidos (AAP)
y el tratamiento MetLys: Pasto kikuyo + suplemento comercial + suplementacion
con, LysP y MetP. La cantidad de AA suministrados surgio de los resultados de las
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deficiencias de la dieta en el programa AminoCow® Version 3.5.2 como se mostr
anteriormente (ver Tabla 3). Los AAP usados en este experimento, fueron
AjiPro™-L, un producto de lisina protegida manufacturado por la compafia
Ajinomoto (Tokyo, Japon), el cual es una matriz compuesta de minimo 50% de Lys
(L-lisina monohidrocloruro HCI), 49% de acidos grasos protegidos ruminalmente
sensibles al pH intestinal y 1% de lecitina de soya (http://www.ajipro-l.info/). La
metionina protegida (Mepron®) fue manufacturada por la Industria Evonik
(Degussa AG, Alemania) conteniendo 85% de metionina, 3% de fibra cruda y 1%
de extracto etéreo (http://feed-additives.evonik.com).

La adicion al alimento concentrado de Lys y Met protegidas en el grupo MetLys
(75 g de MetP y 190 g de LysP), fueron calculadas para liberar y absorber en
promedio 7.0 y 24.0 g de Met y Lys/vaca/d al intestino delgado de las vacas

Holstein mediante la siguiente ecuacion:

AAP liberado y absorbido en el ID, g = (g de AA ingerido desde la fuente protegida - g
del AADR desde la fuente protegida) * % DI AAP

Donde:
AANDR: Aminoéacido no degradable en el rumen

DI AAP: Digestibilidad intestinal del AA en la fuente protegida

Colecta de muestras, preparacion y métodos analiticos

Estimacion del consumo de materia seca (CMS) y composicion quimica de la dieta

de vacas lecheras.

El consumo de materia seca del forraje fue determinado mediante la utilizacién de
oxido de cromo (Cr203) como marcador externo para estimar el volumen de
heces producidas y LDA como marcador interno. El 6xido de cromo fue
suministrado via oral en dosis de 5 g, dos veces al dia (en el ordefio de la mafiana

y de la tarde). El procedimiento fue realizado durante 9 dias, que comenzaron
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desde el dia 12 hasta el dia 20 después de iniciado el periodo experimental. Los
primeros 6 dias de dosificacion fueron utilizados para alcanzar el equilibrio de la
ingestion y la excrecion del marcador y, a partir del séptimo dia de suministro del
indicador y durante 3 dias adicionales fueron colectadas muestras de 250 gramos
de heces 2 veces al dia en el ordefio de la mafana y tarde de manera manual
directamente desde el recto. Las muestras de heces fueron congeladas hasta el
final del experimento y fueron mezcladas, obteniéndose una sola muestra final
(pool) por cada vaca. La muestras fueron secadas a 60°C por 72 horas y fueron
conservadas hasta los andlisis de LDA y concentracion de 6xido de cromo
(Riquelme y Pulido 2008) por espectofotometria de absorcion atomica (Williams et
al 1962).

El consumo de MS del forraje (CMSf) fue estimado utilizando la produccion fecal

(PF) y la LDA, de la siguiente manera:

Cromo administrado, g/d

PF (g MS dia) =
(g MS/vaca/dia) Concentracién de cromo en las heces, g/g de MS

Doénde:
PF = Produccion fecal, g de MS/dia

El consumo de MS del forraje (CMSf) fue estimado en base a la férmula publicada

por Ferret et al. (1999) y Correa et al. (2009) como se muestra a continuacion:

(LDA heces * PF) — (LDAc * CMSc)

CMSf (Kg/vaca/dia) = LDAf

Donde:

CMSf = Consumo de MS del forraje, Kg/vaca/dia

PF = Produccion total de heces, Kg de MS/dia

LDA heces = Lignina en detergente &cido encontrado en las heces del animal, %

LDAc = Lignina en detergente acido del concentrado, %
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CMSc = Consumo de MS del concentrado, Kg/vaca/dia
LDAf = Lignina en detergente &cido del forraje, %

Fue asumida una tasa de recuperacion de cromo en las heces de 80% (Correa et
al 2009). EI CMS del concentrado (CMSc) y el suministro de AA protegidos
(CMSMet y CMSLys) fueron cuantificados mediante pesaje (oferta-rechazo) una
vez el animal llegaba a la sala de ordefio. EI consumo de MS total (CMSt) para

ambos grupos experimentales fue calculado de la siguiente manera:
Consumo de MS total para el grupo control (CMt, Kg MS/d) = CMSf + CMSc

Consumo de MS total para el grupo MetLys (CMSt, Kg MS/d) = CMSf + CMSc +
CMSMet + CMSLys

Para determinar la calidad composicional de la pastura y del suplemento se
tomaron dos muestras cada semana durante todo el periodo experimental (dia 1
hasta el dia 20 de ensayo). La composicion final de la pastura y del suplemento
fue estimada a partir de la obtencion del pool de las muestras colectadas. Las
muestras de forraje y suplemento fueron secadas a 65 °C en una estufa de
ventilacion forzada durante 48 horas y pesadas para determinar el contenido de
MS parcial antes de realizarse el analisis quimico. Posteriormente, las muestras
fueron molidas a 1 mm en un modelo Willey Mill (Thomas Scientific, Swedesboro,
NJ, USA) y analizadas para determinar sus concentraciones de MS, Proteina
cruda (PC) de acuerdo a los métodos 934.01 y 976.05 del AOAC (AOAC, 2002),
extracto etéreo (EE), de acuerdo a la metodologia de la AOAC (1995). Finalmente,
fue determinada la fibra en detergente neutro (FDN), fibra en detergente acida
(FDA) y lignina en detergente &cido (LDA) utilizando esta ultima como marcador
interno para estimar el CMSf de la dieta por la metodologia descrita por Van Soest
et al (1991) y AOAC, método 973.18 procedimiento C y D (1990) (Ver Tabla 1).

Determinacion de la proteina microbiana (PMicrob)

Muestras de orina fueron obtenidas de los 12 animales y fueron colectadas segun

la metodologia propuesta por Chen y Gomes (1995) durante los dias 18, 19 y 20
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del periodo experimental. Las muestras se colectaron en la mafiana y tarde
después del ordefio mediante “la estimulacién del clitoris de cada vaca”. Después
la muestra de orina fue filtrada y 5 ml de orina fueron tomados para ser diluidos
inmediatamente en 45 ml de é&cido sulfdrico a 0.036 N con el fin de evitar la
destruccion bacteriana de los derivados puricos y la precipitacion del &cido Urico.
Las muestras fueron inmediatamente almacenadas a -20°C y analizadas para
creatinina, alantoina y &cido arico (Oliveira et al., 2001). La creatinina y acido arico
fueron determinadas usando el método colorimétrico conforme con la técnica de
Fujihara et al (1987) y la alantoina fue medida por cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) como fue descrito por Chen y Gomes (1995) y Vlassa et al
(2009) en el laboratorio de analisis instrumental (Universidad Nacional de
Colombia, Medellin, Colombia). Finalmente fueron calculados los volumenes
urinarios y la produccion de proteina microbiana de cada vaca mediante las

siguientes férmulas matematicas:

La concentracion de derivados de purina (DP) en las muestras de orina (mmol/L)
se obtuvo a través de la suma de la concentracién de alantoina (mmol/L) y acido

arico (mmol/L).
DP (mmol/L) = Alantoina (mmol/L) + Acido Grico (mmol/L)

La cuantificacion de la excrecion diaria de derivados de purina (DPE) fue obtenida

mediante la siguiente formula:

((DP *(PV *Kct))
113.12*C

DPE =

Doénde:

DPE: Excrecién diaria de derivados de purina (mmol/d)

DP: Concentracion de los derivados de purina en la muestra de orina (mmol/L)
PV: Peso vivo (KQg)

C: Concentracion de creatinina en las muestras de orina (mmol/L)
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Kct: Coeficiente de excreciéon diario de creatinina (mg/d) = 113* PV-%25 valor
propuesto por Jrskov y Macleod (1982) y Chen et al (1992).

La estimacion de la absorcion diaria de purinas (AP) proveniente de los acidos

nucleicos microbianos fue calculada segun Chen y Gomes (1995):

((DPE — (0.385 * PV7%))

PA (mmol/d) = 085

Dénde:
PA: Purinas absorbidas por dia (mmol/d)
DPE: Excrecién diaria de derivados de purina (mmol/d)

0.385*PV0%7>: Aporte enddégeno de derivados de purina (mmol/Kg de PV

metabdlico)

0.85: Recuperacion de purinas absorbidas como derivados de purinas (Verbic et
al., 1990).

El flujo intestinal de los compuestos nitrogenados microbianos (NM, g N/dia) fue
calculado a partir de las purinas microbianas absorbidas (PA, mmol/d) utilizdndose

la ecuacion:

(PA*70)

NM =
(0.83 * 0.116 * 1000)

Donde:

NM: N microbiano (g/d)

PA: Purinas absorbidas (mmol/d)

70: El contenido de N en las purinas microbianas (mg N/mmol)

0.83: Digestibilidad de las purinas
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0.116: tasa de N de las purinas (N total en los microorganismos ruminales,

expresado por la razén 11.6/100)
1000: Factor de correccion de mg a gramos (Chen y Gomes, 1995).
Produccion y composicion de laleche

La produccién y composicion de la leche fueron registradas a partir de los dos
ordefios de cada una de las vacas experimentales al dia 20 después de iniciado el
experimento. Los andlisis fueron realizados en el Laboratorio de Leches
(Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia).  Los contenidos (g/100g) de
grasa, proteina, solidos totales, sélidos no grasos (SNG), lactosa, nitrdgeno ureico
en leche (MUN) y betahidroxibutirato (BHB) fueron determinados usando el
MilkoScan (MilkoScan™ FT+ from Foss).

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando un modelo mixto considerando el animal
como efecto aleatorio y los tratamientos como efecto fijjo mediante el
procedimiento PROC MIXED de SAS (2001). La produccién de leche al inicio del
experimento, los dias en lactancia y la CC fueron introducidas en el modelo como
covariables. La variables analizadas fueron CMS, proteina metabolizable (PM) que
incluyé la PNDR, PMicrob y PE digestibles, requerimiento de Met (METReq),
requerimiento de Lys (LYSReq), suministro de Met (Aporte de Met), suministro de
Lys (Aporte de Lys), balance de Met (BMET), balance de Lys (BLYS), relacion
Met:Lys y produccion y composicion de la leche. Se realiz6 la comparacion de
medias con un nivel de significancia de p<0.05, utilizando el procedimiento
LSMEANS de SAS (2001).

Resultados

En la tabla 4, se muestra la composicién quimica de la dieta y los valores de
consumo de la dieta, PC, PDR, PNDR, Met y Lys para cada uno de los grupos

experimentales.
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Tabla 4. Composicidon quimica de la racion consumida (forraje y concentrado) y
efecto de la suplementacion de Met y Lys protegidas sobre el consumo de MS del
forraje (CMST), concentrado (CMSc), metionina protegida (CMet), lisina protegida
(CLys) y total (CMSt) de vacas lactantes

Variable Control  MetLys EEM P
Composicion quimica de la dieta

PC (% del CMSt) 17.8p  184a  0.07  <0.001
FDN (% del CMSt) 42.7 42.3 1.80 0.66
EE (% del CMSt) 3.43b 3.83a 0.07 0.004
TDN (% del CMSt) 66.5 67.3 1.86 0.39
ENL (Mcal/Kg de CMS) 1.49 1.50 0.02 0.60

Consumos de materia seca

CMSf (Kg MS/d) 11.5 11.9 267 058
CMSc (Kg MS/d) 7.58 7.56 057  0.97
CMStotal (Kg MS/d) 19.1 19.6 1.30  0.69

Consumos y aportes de proteina de la dieta total

CPC total (g MS/d) 3476 3525 233 0.84
CPDR total (g MS/d) 2351 2325 152 0.87
CPNDR total (g MS/d) 1126 1200 825 041

Aportes de AA

CMSMet (g MS/d) 79.7b 1652 7.47 0.006
CMSLys (g MS/d) 193b 2642 15.6 0.006

a, b Medias en la misma fila con letras diferentes difieren estadisticamente entre tratamientos (P < 0.05), PC:

Proteina cruda, FDN: Fibra en detergente neutro, EE: Extracto etéreo, TDN: Total de nutrientes digestibles,
ENL: Energia neta de lactancia. Cada fraccion quimica para el tratamiento control fue calculada como: (Kg de
la fraccion quimica aportada por cada una de las fuentes - forraje, concentrado / CMSt)*100 y para el grupo
MetLys como: (Kg de la fraccidn quimica aportada por cada una de las fuentes - forraje, concentrado, MetP,
LysP / Kg de CMSt) *100, CMSf (Kg/d): Consumo de MS del forraje, CMSc (Kg/d): Consumo de MS del
concentrado, CMSt (Kg/d): Consumo de MS total, CPC total (g/d): Consumo de proteina cruda total = ( CMS
del forraje en Kg * % PC forraje*1000) + (CMS del concentrado * %PC concentrado*1000), para el grupo
MetLys se adicionaron los aportes de las fuentes de Met y Lys protegidas, CPDR (g/d): Consumo de proteina
degradable en rumen= (CPC total del forraje * % PDR del forraje) + (CPC total del concentrado * % PDR del
concentrado), para el grupo MetLys se adicionaron los aportes de las fuentes de Met y Lys protegidas,
CPNDR (g/d): Consumo de proteina no degradable en rumen = CPC total del alimento — CPDR del alimento,
CMSMet o CMSLys (g/d): Consumo de Met o Lys = Consumo de MS del alimento en Kg * % AA en el
alimento (como % MS) * 1000,
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La composicion quimica estimada difirié entre tratamientos en su contenido de PC
y EE (p<0.05). La suplementacion con MetP y LysP no afect6 significativamente el
CMS total del forraje y del concentrado (Tabla 4). Los consumos de PC total, PDR,
PNDR fueron similares entre tratamientos (p>0.05) mientras que el CMS de la Met
y Lys fueron estadisticamente diferentes entre los grupos experimentales.

El efecto de la suplementacion con AAP sobre la sintesis de proteina microbiana y

el balance aminoacidico estimado se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Efecto de la suplementacion con AA protegidos sobre la proteina
metabolizable (PM) y el balance intestinal de Lys y Met calculados acorde con el

programa Aminocow

Variable Control MetLys EEM P

Fuentes de proteina metabolizale (PM)

PNDR digestible (g/d) 646 672 47.3 0.59
PMicrob digestible (g/d) 953b 1089a 51.6 0.05
PE digestible (g/d) 186 181 124 0.69
PM (g/d) 1772b 1972a 71.1 0.03

Balance de AA (AA metabolizables)

MET

MET Req (g/d) 33.6 31.2 393 0.15
Aporte MET (g/d) 27.6b 36.9a 2.60 0.02
BMET (g/d) -5.11b  4.24a 294  0.02
MET (% PM) 1.53 1.87 0.09 0.01
LYS

LYS Req (g/d) 104 102 105 0.13
Aporte LYS (g/d) 89.1b  120.1a 8.38 0.009
BLYS (g/d) -148b 184a 981 0.02
LYSMet (% PM) 4.84 6.19 0.24  0.002
Relacién Met:Lys 1:3.17 1:321 019 084
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a, b Medias en la misma fila con letras diferentes difieren estadisticamente entre tratamientos (P <
0.05), PNDR digestible (g/d): consumo de proteina no degradable en rumen absorbable = CPNDR
del alimento (g) * % DIPC (%PNDR), % DIPC (%PNDR): Digestibilidad intestinal de la PC como
porcentaje de la PNDR, PMicrob digestible (g/d): Flujo de proteina microbiana absorbable
determinada por derivados puricos y creatinina, PE digestible (g/d): Proteina endogena digestible
(g/d) = CMSt en Kg * 11.87 g/Kg * 0.8, PM (g/d): Proteina metabolizable = PNDR digestible +
PMicrob digestible + PE digestible , METReq y LYSReq (g/d): Requerimientos de Met y Lys, Aporte
de Met y Lys: gramos de Met y Lys que llegan al ID y son digestibles = (Aporte AA desde la PNDR
* % DI AA en la PNDR) + (Aporte del AA desde la PMicrob * % DI AA en la PMicrob) + (Aporte del
AA desde PE * % DI AA en la PE), BMET y BLYS (Balance de Met y Lys) = (Aporte del AA —
Requerimiento del AA), , Met:Lys: Relacion entre Met y Lys que llegan al ID = Aporte de Lys *
(Aporte de Met)?. Todos los célculos de las variables presentadas en la tabla fueron realizados
tomando los consumos de MS vy los valores de proteina o Met y Lys del forraje, del suplemento y

de los AA protegidos para el caso del grupo MetLys.

No se detectaron efectos significativos en PNDR y PE entre el grupo control y
MetLys (p>0.05). La suplementacion con Met y Lys protegidas tuvo efectos
positivos sobre la cantidad de PMicrob digestible y PM, asi como también sobre

los aportes y balances de MET y LYS (p<0.05).

Las respuestas en la produccion y composicion de la leche a la suplementacion de
AA protegidos son presentadas en la Tabla 6.

Tabla 6. Efecto de la suplementacién con Met y Lys protegidas en la produccion y

composicion de leche en vacas Holstein

Variable Control MetLys EE p
(Pégf' d“)CC'O” de leche 23.7 23.8 2.05 0.96
4% LCG? (Kg/d) 24.2 26.0 3.42 0.10
Proteina (g/Kg) 30.4 31.1 0.69 0.16
Grasa (g9/Kg) 33.2 36.9 3.75 0.36
Lactosa (g/Kg) 45.9 47.4 0.69 0.08
SNG (g/Kg) 83.8 85.9 1.71 0.28
ST (g/KQ) 117 122 3.62 0.17
MUN (mg/dL) 21.2 22.8 1.52 0.31
BHB (mM) 0.25 0.24 0.06 0.81

a, b Medias en la misma fila con letras diferentes difieren estadisticamente entre tratamientos (P <

0.05), 24% LCG: Leche corregida por grasa = (0.4 * produccion de leche) + (15 * produccién de
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grasa), ST: Sdlidos totales, SNG: Sélidos no grasos, MUN: Nitrdgeno ureico en leche, BHB:
Betahidroxibutirato.

El aporte de MetLysP no tuvo efecto sobre la produccion de leche, leche corregida
al 4% de grasa, proteina, grasa, SNG, lactosa, ST, MUN y BHB los que resultaron
similares entre tratamientos (p>0.05).

Discusién

La dieta con MetLys presenté mayores contenidos de PC y EE (ver tabla 4) que la
racion control por cantidades adicionales de Met y Lys suplementadas. Sin
embargo, los mayores aportes que contribuyeron a incrementar estas dos
variables fueron realizadas principalmente por la cantidad de LysP adicionada a la
dieta y en menor proporcion por la MetP, debido principalmente a que la Lys fue el
AA que tuvo una mayor inclusion (190 g de LysP vs. 75 g de MetP). Los datos
también sugieren que el EE no fue disponible para ser utilizado por el animal
debido a la baja degradabilidad ruminal de la MS (6.73%) y digestibilidad intestinal
(31.1%) de esta fuente (cuadro 2, capitulo 3). En el presente trabajo, la mayor
inclusion de los AAP tuvo como objetivo suplir las deficiencias generadas por los
alimentos cosntitutivos de la racién. En efecto, en diferentes estudios (Robinson,
2010) la cantidad suplementada del AA suele ser mas baja que la cantidad aqui
adicionada lo que puede explicarse por una sobreestimacién de la verdadera
proteccion del compuesto (85%) informada por el fabricante, la cual no siempre
resulta verdadera o similar para todos los sistemas de alimentacion. En este
trabajo, para definir la cantidad suplementada se tomdé en cuenta tanto el
porcentaje del AA presente en la fuente como la proporciéon del mismo estimada
como no degradable en el rumen (AANDR) pero digestible en el intestino, lo que

explica el mayor nivel de inclusion.

De acuerdo a lo esperado, los consumos de Met y Lys (CMet y CLys) resultaron
mayores (p<0.05) en el grupo MetLys (Tabla 4) representando tan sélo el 0.37 y
0.94 % respectivamente del total de la MS consumida. EI CMSt no difirié entre
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tratamientos debido al similar consumo de forraje y concentrado de las vacas
(p>0.05).

El incremento en la produccion de PM ante la suplementacion con Lys y Met
(Tabla 5) podria atribuirse al incremento en las fuentes de esta y por lo tanto
resulta importante cuantificarlas y evaluar su comportamiento digestivo. Como
puede observarse, la PMicrob digestible fue significativamente diferente entre
tratamientos (Tabla 5). Si bien la PNDR no difirié, se observdé una diferencia
numeérica a favor del tratamiento MetLys. Es importante destacar que los célculos
para estimar el aporte del total de PM son un efecto aditivo desde la PNDR,
PMicrob y PE.

El incremento en la cantidad estimada de PMicrob producida en el grupo MetLys,
es un resultado dificil de explicar. Otros autores como Berthiaume et al (2000),
encontraron que el flujo de N bacterialse incremento significativamente cuando la
MetP fue incubada en el rumen resultado que tampoco pudo ser
satisfactoriamente explicado por los autores. Una de las hipétesis capaces de
explicar este efecto estimulador seria que la fuente utilizada de MetP presento
una alta degradabilidad ruminal de la MS (60.2 %) a las 27.4 h de incubacién
(Tabla 1) aportando un AA que es degradado mas lentamente en el tiempo debido
a su proteccion. Esto permite hipotetizar una situaciébn de mejor sincronia con la
fermentacién de carbohidratos estructurales como celulosa y hemicelulosa, los
cuales inician solamente su degradacion desde las 3—4 horas hasta las 96 horas
pos-alimentacion (Iskenderov y Mamedova 2013) mejorando de esta manera el
crecimiento microbiano. Esta hipétesis es consistente con un trabajo in vitro
previo (Dugue et al. no publicado) en el que fueron evaluadas estas fuentes
protegidas comparadas con su homologas sin proteccién. Los resultados indicaron
una menor degradacion de la MS en el tratamiento con MetP cuando esta fue
comparada con Met sin proteccion (p<0.05) en los horarios 2, 4, 8, 12, 24 y 30 h
pos-incubacion (10.8, 12.2, 15.0, 19.3, 29.1 y 43.9%).

Efectos adicionales de la Met sobre la poblacion de microorganismos, produccion

de éacidos grasos volatiles (AGV) y rutas metabdlicas en el rumen han sido
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también informados. Lundquist et al (1985) encontraron que la suplementacién de
vacas con 0.15% de DL-Met como porcentaje de la MS de la dieta presentaron
una mayor poblacion de protozoos con incrementos en las concentraciones de
isobutirato y butirato en el fluido ruminal respecto a las vacas control. Estos
resultados sugieren que ciertos microorganismos pueden ser beneficiados por el
suministro de Met en el rumen y favoreciendo la producciéon de AGV capaces de

mejorar la produccién de PMicrob.

En otro de los estudios, Salsbury et al (1971) reportan que el consumo de Met
puede ser beneficioso en el rumen debido a la multiplicidad de reacciones
bioguimicas que utilizan la dicho AA. El trabajo (in vitro) establecié ademas que la
digestion de la celulosa resulté mayor en un tratamiento con celulosa + L-
metionina respecto a la celulosa sola. Adicionalmente, y utilizando Met radioactiva
indicAndolos autores reportaron que la adicion de L-metionina o su analogo
mejoran la formacién de metionina sulféxido (importante compuesto fuente de
dimetil sulfuro o metanothiol el que a su vez puede prevenir parcialmente la
inhibicion de la digestion de la celulosa por la etionina), la descarboxilacién,
detiometilacién (debido a que la Met compite efectivamente por el sitio activo
ocupado por la etionina, el cual es un antimetabolito). Esto incrementa la relacién
metabolito/antimetabolito previniendo la inibicidn que ejerce la etionina y la sintesis

de proteina microbiana.

Como puede observarse en la Tabla 5, el balance de Met y Lys (METB y LYSB)
resultd mas adecuado para el grupo de vacas suplementadas con AA protegidos,
debido fundamentalmente a la mayor cantidad de PMicrob producida, como ya fue

comentado.

Algunos de los animales experimentales presentaron un balance de Lys y Met
positivo incluso sin la suplementacion con AAP. En consecuencia, el aporte
adicional de AAP produjo en algunos casos un balance mayor a lo esperado lo
gue podria explicar en parte la falta de consistencia en la respuesta al aporte de

AAP en términos de produccion de leche y de proteina con casos positivos y
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nulos, debido a balances variables de AA entre animales que estuvieron por

debajo o por encima de sus verdaderos requerimientos.

Por otra parte, la falta de efectos consistentes sobre la respuesta productiva
también podria ser en parte explicada por el esceso de PC que se le suministra a
las vacas lecheras. Una vaca Holstein produciendo 3.5% de grasa y 3.0% de
proteina y una produccion de 25 L/dia deberia consumir 2870 g/dia de PC y 1937
g/dia de PDR (NRC, 2001) pero tanto en animales control como en los
suplementados con AAP, la cantidad de PC aportada fue de 3476 y 3525 g/dia y
de PDR fue 2351 y 2325 g/d respectivamente, lo que genera una sobrecarga
hepética en el animal, debido a un exceso de PDR de 414 y 388 g/dia. Estos
mayores niveles en el animal de PDR y posiblemente de amonio generan un
mayor gasto energético y un mayor uso de aminoacidos para eliminar este exceso
a través de la produccion de urea (Overton et al., 1998; Harris 2003). También, la
falta de efectos a los AAP podria ser debida a una sobreestimacién de las
deficiencias de Met y Lys por el modelo usado para hacer las predicciones, debido
a que los aportes predichos (ver tabla 3) fueron menores a los obtenidos en este
experimento (ver tabla 5). Para animales en el segundo tercio de la lactancia y con
un promedio de produccion de 24 litros de leche/dia, los desbalances de AA no
fueron tan pronunciados para algunos de los animales usados en la

experimentacion.

En las condiciones del presente experimento, pareceria razonable disefar
estrategias de alimentacion tendientes a incrementar el aporte de AA a través de
una mayor produccion de proteina microbiana ya que como fue estimado para el
tratamiento MetLys, una mayor produccion de PMicrob implicé un mejor balance
de dichos AA. Otra alternativa interesante que merece ser evaluada seria
suplementar con AA sin proteccion para comprobar si se obtiene la misma que con

la utilizacion de los AA protegidos a un menor costo.

El NRC (2001) y algunos autores (Rulquin et al 1993; Nan et al 2014) han
postulado que la relacion optima entre la Met y la Lys seria de 3:1 y que un

balance de 7.2% de Lys y 2.5% de Met expresados como porcentajes de la
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proteina metabolizable favoreceria la sintesis de proteina en leche. En las
condiciones del presente trabajo pudo estimarse que el aporte suplementario de
AA protegidos mejord la disponibilidad de METMet y LYSMet, sin alcanzar los
valores Optimos teoricos establecidos (ver Tabla 5).

Cabe destacar también que la relaciébn Met:Lys present6 valores superiores a 3:1
en ambos tratamientos lo que se estuvo por encima de las recomendaciones del
NRC (2001). Resulta por lo tanto aconsejable caracterizar la racion y estimar la
relacion de Met/Lys para equlibrar dicha relacibn como paso previo a un aporte
dietario de AA para satisfacer los requerimientos individuales. Esta conclusion se
basa en que aunque los animales tuvieron diferentes CMS y suministro de AA al
ID, cuando se analizé la relacion Met/Lys los valores resultaron muy similares
entre tratamientos y los coeficientes de variacion mucho méas bajos (6.7 y 8.2%
para METmet y LYSMet respectivamente) que si se trata de balancear
directamente por la cantidad de AA aportados para alcanzar los requerimientos de
cada uno de los animales. Este razonamiento resulta comparable al realizado por
otros autores (Rulquin et al. 1993; Doepel et al. 2004) cuando incrementan los
aportes de AA a fines de alcanzar el 2.5y 7.2 % de la Met y Lys como porcentaje
de la PM para mejorar la sintesis de proteina lactea. Sin embargo, en diversas
condiciones de alimentacion resulta dificil obtener los valores mencionados aun
con suplementacién por lo que resulta de mayor interés practico mejorar la
relacion Met/Lys aunque los aportes de dichos AA expresados como porcentajes

de la PM sean mucho mas bajas.

Los resultados obtenidos demostraron que la suplementacion con AAP mejora los
aportes de Met y Lys al duodeno y mejora su balance, pero para una correcta
implementacion de la practica se debe conocer el consumo de MS de los animales
y especificamente el de forraje y concentrado ya que cada una de estas fuentes
hace aportes diferentes de estos dos AA.

Algo muy importante de resaltar en esta evaluacion es que tanto la relacion de
Lys:Met predicha y observada fueron mas altas a las recomendadas por el NRC

de 3:1. Los valores de la relacion Lys: Met 3.17:1 + 0.07 y 3.21:1 + 0.11 para los
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valores predichos y observados respectivamente. Poder mejorar esta relacion
podria ayudarnos a mejorar el perfil de aminoacidos que llega al ID y de esta
forma “mejorar la sintesis de proteinas lacteas debido a que parece que esta
relacion puede alterar la expresion de genes en la glandula mamaria” (Nan et al,
2014).

En el presente trabajo, el aporte suplementario de ambos AAP no se tradujo en
aumentos en la produccion de leche (Tabla 6) pero se detect6é una tendencia hacia
un mayor contenido de lactosa (p=0.08) y la produccién de leche corregida al
4%LCG (P=0.11). Estos efectos pudieron ser consecuencia de un mayor aporte
de Met y Lys al ID (tabla 5) y como consecuencia a un mayor flujo de estos AA
hacia la glandula mamaria. La ausencia de diferencias entre tratamientos para los
valores de BHB sugiere que que los AA no fueron catabolizados para satisfacer
requerimientos energéticos sino canalizados hacia una mayor produccién de grasa
y lactosa en la leche (ver Tabla 6). Debe destacarse también que pese a un aporte
estimado de AA superior al requerimeinto en los animales suplementados con
AAP los valores de urea en leche (MUN) fueron similares lo que sugiere que la

desaminacion y ulterior produccién de urea no fue la ruta prevalente.

La produccion de leche corregida por grasa y la sintesis de lactosa parecen
resultar incrementados por la Lys y la Met ya que ambos AA pueden mejorar la
utilizacidon de energia por parte las vacas lecheras, ademas estan a su vez
involucrados en la sintesis de lipidos y fosfolipidos (Colin-Schoellen et al., 1995).
Cabe destacar que la Lys es un AA cetogénico mientras que la Met es un
precursor gluconeogénico resultando ademas el AA que da inicio a la sintesis de
proteinas (Nelson y Cox, 2009), lo que podria ayudar a mejorar la produccion de

glucosa y por consiguiente aumentar el contenido de lactosa en la leche.

En el presente trabajo, la falta de efecto de los AAP sobre la produccion y
composicién de la leche podria explicarse por el exceso de estos AA debido a una
sobreestimacion de la deficiencia de Lys y Met en algunos animales. La ausencia
de efecto positivo podria también ser atribuida a la ligera magnitud de la

deficiencia en Met y Lys de las raciones experimentales, a la variacion entre los
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aportes de Lys y Met para cada uno de los animales o a la posibilidad que otros
nutrientes también pudieran estar limitando o colimitando la respuesta productiva.
Dentro de esos nutrientes puede citarse a la histidina ya que la misma co-limita la

produccion de proteina en dietas basadas en forrajes (Vanhatalo et al 1999).

Conclusiones

La cantidad estimada de proteina metabolizable fue incrementada ante el aporte
suplementario de metionina y lisina protegidas debido principalmente al efecto

estimulador de la sintesis de proteina microbiana

La cantidad de proteina metabolizable, los aportes y balances de metionina y lisina
fueron significativamente diferentes para los dos grupos experimentales, siendo

mejorados en el tratamiento con aminoacidos protegidos.

El programa Amino Cow subestimo los aportes de metionina y lisina en vacas
alimentadas con pasto kikuyo y alimento concentrado, por lo que las deficiencias
de ambos aminoacidos no resultaron tan importantes como lo inicialmente

estimado en los animales experimentales.

La produccion y composicién de la leche no fue mejorada con la suplementacion
de metionina y lisina protegidas.

En las condiciones del presente ensayo, los resultados sugieren que si un
desbalance de aminoacidos en vacas lecheras produciendo 24 kg/dia de leche,
puede ser satisfactoriamente superado mediante la implementacion de estrategias
que incrementen la sintesis de proteina microbiana en el rumen y/o el aporte

suplementario de aminoacidos no necesariamente protegidos
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CAPITULO 5. EVALUACION DE UN METODO INDIRECTO PARA LA
ESTIMACION DE LOS APORTES DE PROTEINA Y AMINOACIDOS
METABOLIZABLES EN DIETAS DE VACAS LECHERAS

Este capitulo tiene por objeto, explicar los resultados obtenidos en el capitulo 4,
debido a que es necesario comprender si las estimaciones son equiparables con
los valores observados. En gran variedad de estudios, las estimaciones son
basadas en los valores generadas por diferentes modelos para suplementar
aminoacidos, pero en la mayoria de ocasiones, es dificil la explicacién de los
resultados obtenidos, si estos no se evalluan posteriormente para determinar si
son congruentes o no con los resultados observados. Para resolver esto, fueron
comparados los valores predichos y observados de diferentes variables usadas en

el estudio.

Este capitulo sera presentado como articulo a la Chilean Journal of Agricultural

research.
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METABOLIZABLES EN DIETAS DE VACAS LECHERAS
M Duque 2 M.Sc, R R Noguera,* Ph.D, M Olivera,?* Dr.Sci.

lUniversidad de Antioquia, Facultad de Ciencias Agrarias. Grupo de Investigacién
en Ciencias Agrarias — GRICA. Medellin, Colombia. Universidad de Antioquia,
Facultad de Ciencias Agrarias. Grupo de Investigacion Biogénesis. Medellin,

Colombia.
Resumen

Los valores predictivos del balance de Lys y Met pueden ser estimados a partir de
los diferentes modelos, como por ejemplo el Amino-Cow, NRC (2001), Cornell Net
Carbohydrate and Protein System (CNCPS), los cuales pueden ser utilizados por
asesores e investigadores para tomar decisiones mucho mas concientes sobre la
inclusion o no de aminoacidos protegidos. Sin embargo, el uso de cualquiera de
los modelos implica ser precisos en los parametros de entrada para poder obtener
predicciones adecuadas. Basados en la premisa anterior, el propésito de este
articulo fue determinar la reproducibilidad y/o concordancia entre las estimaciones
iniciales que fueron realizadas antes del periodo experimental (valores predichos)
para determinar los balances de lisina y metionina y los valores obtenidos en el
experimento en campo (valores observados). Para ellos fue realizada una prueba t
y se determino el valor de CCC y MSPE. La prueba t pareada mostré que las
observaciones pareadas fueron diferentes significativamente para CMSf, CMSt,
PMicrob, PMicrob digestible y suministro de Met y Lys (p<0.05). Después de
realizar el balance de AA pudo verificarse que la deficiencia de Met estimada
inicialmente (valores predichos) fue 64.9% superior a la observada (-9.70 vs -
3.40). Para el caso de la Lys la deficiencia predicha fue 57.0% superior a la
observada (-25.1 vs -10.8). Por otro lado, para todas las variables el CCC fue muy
bajo (valores entre 0.02 y 0.34) y sus MSPE fueron muy altos sugiriendo que los
resultados de prediccion no fueron similares a los valores observados, a excepcion

del CMSt que tuvo una moderada fuerza de concordancia (CCC de 0.63) y un
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MSPE bajo de 4.42. Los resultados muestran que los
valores predichos no guardan precision ni exactitud con respecto a los valores
observados. Estos hallazgos indican que se subestimo los aportes de AA
provenientes de la dieta y la proteina microbiana que fueron -calculados
inicialmente y que los valores de entrada en el modelo necesariamente deben ser

encontrados con mayor exactitud para generar los balances de Mety Lys.

Introduccidén

Actualmente la industria, los nutricionistas enfocados al ganado de leche y
productores se han interesado en incrementar la produccion de proteina lactea
debido al sistema de manejo de precios de la leche. La cantidad de AA que llega
al ID de los rumiantes procede de tres fuentes: proteina microbiana sintetizada en
el rumen (PMicrob), proteina no degradable en rumen (PNDR) y proteina
secretada endogénamente (PE). Sistemas de alimentacion como el National
Research Council (NRC, 2001) y Cornell Net Carbohydrate and Protein System
(CNCPS), (O’Connor et al 1993) para el ganado lechero, hacen uso de modelos
matematicos para predecir los requerimientos de los animales (en funcién del tipo
de animal, su nivel de produccion y composicion de la leche) y los aportes de
proteina metabolizable (PM) y aminoacidos metabolizables, especialmente lisina
(Lys) y metionina (Met), los cuales han sido considerados por muchos autores
como el primer y segundo aminoacido mas limitantes para la tasa de sintesis de
proteina lactea (Kunkle y Hopkins 1999; Kim et al 1999; Torre y Caja, 2004;
Robinson 2010; Patton 2010, Kamalak et al., 2005; Robinson et al, 2011). La
metionina y lisina protegidas por lo tanto, han sido desarrolladas y promovidas
como productos que pueden incrementar significativamente el porcentaje de
proteina lactea (Rulquin and Delaby, 1997; Socha et al., 2005). Sin embargo, los
resultados no han sido consistentes. Algunos estudios han demostrado que la
concentracion de proteina en leche aumenta cuando los animales son
suplementados con metionina protegida (Chilliard and Doreau, 1997; Rulquin and
Delaby, 1997; Kowalski et al., 2003; Leonardi et al., 2003; Berthiaume et al., 2006,
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Samuelson et al., 2001; Lara et al., 2006; Cermakova et al, 2012). Otros estudios,
sin embargo no han mostrado este tipo de incrementos (Krober et al., 2001;
Younge et al.,, 2001; Davidson et al.,, 2008) ni cambios en los parametros
productivos con la suplementacion a vacas lecheras (Benefield et al., 2009;
Swanepoel et al., 2010).

El programa Aminocow (http://www.makemilknotmanure.com/aminocow.php)
version 3.5.2 y el modelo del NRC (2001) permiten predecir el flujo en gramos de
Met y Lys hacia el intestino delgado (ID) y con base en este, determinar los
balances de estos dos aminoécidos. En un estudio realizado por Patton (2010), el
Aminocow a diferencia del NRC (2001) hace una prediccién del flujo de proteina
metabolizable (PM) mucho menor, aunque el balance de Lys y Met fuera similares
para ambos. Otros autores, compararon las estimaciones realizadas a partir de los
programas Aminocow, Shield y CPM Dairy, que predicen los balances de Lys y
Met, CPM Dairy (Swanepoel et al, 2010) encontrando diferencias en los modelos
de prediccion para los promedios de PM que llega al ID y las estimaciones de los
balances de met y Lys. Estos resultados, permiten evidenciar que cada uno de los
modelos tiene formas diferentes para realizar sus predicciones y que es dificil
establecer cual de todos estos es méas acertado.

Los valores predictivos que pueden estimarse a partir de los diferentes modelos,
como por ejemplo el Amino-Cow, pueden ser utilizados por asesores e
investigadores para predecir balances a nivel campo y de esta manera tomar
decisiones mucho mas concientes sobre la inclusibon o no de aminoacidos
protegidos. Sin embargo, el uso de cualquiera de los modelos implica ser precisos
en los parametros de entrada para poder obtener predicciones adecuadas.
Basados en la premisa anterior, el proposito de este articulo fue determinar la
reproducibilidad y/o concordancia entre las estimaciones iniciales que fueron
realizadas antes del periodo experimental (valores predichos) para determinar los
balances de lisina y metionina y los valores obtenidos en el experimento en campo

(valores observados). Es importante resaltar, que en ambos casos los valores
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predichos y los valores observados son estimaciones, que implica aceptar algunos

supuestos y por lo tanto, no son en si mismas “observaciones reales”.

Materiales y Métodos

Localizacion. El trabajo experimental fue realizado en la hacienda “Betania”,
localizada en el municipio de Santa Rosa de Osos (Ant), a una altura de 2550
msnm, con una temperatura promedio de 14° C, humedad relativa del 79% y una

precipitacion anual promedio de 2500 mm (IDEAM, 2001).

Manejo y alimentacion. Las vacas lecheras fueron manejadas en un sistema de
pastoreo rotacional por franjas con pasto Kikuyo (Pennisetum clandestinum). Agua
fresca y sal mineral a voluntad estaban siempre disponibles para los animales.

Animales. Fueron seleccionadas 12 vacas Holstein multiparas, en el segundo
tercio de lactancia, con maximo de 150 dias de lactancia, con produccion
promedio de 24.0 + 4.76 litros por dia y entre 2 y 5 partos. Los animales fueron
asignados aleatoriamente a uno de los siguientes tratamientos: Control: Animales
consumiendo pasto kikuyo mas alimento concentrado, MetLys: Animales
consumiendo pasto Kikuyo, alimento concentrado y suplementaciéon con

aminoacidos protegidos (metionina y lisina).
Balances de Met y Lys predichos y observados

Para poder llevar a cabo las determinaciones del balance de Met y Lys para cada
uno de los animales fueron necesarias las estimaciones predichas de los
requerimientos de Met y Lys y las predichas y observadas del suministro de AA
que llega al ID, calculadas utilizando la cantidad de proteina metabolizable, la cual
incluye la fraccion digestible de la proteina no degradable en rumen (PNDR), la

proteina microbiana (PMicrob) y la proteina enddgena (PE).
Estimacidn de los requerimientos de las vacas lecheras

Usando el programa AC fueron estimados los requerimientos de Met y Lys para

cada animal, el cual usa un enfoque factorial para establecer los requerimientos de
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los aminoacidos. Para las vacas en produccion, los factores como mantenimiento,
produccion de leche y crecimiento corporal fueron considerados. EIl crecimiento
corporal es calculado si el animal tiene menos que 48 meses de edad y menos del
tamafio corporal ideal. Para el caso especifico de este trabajo, el peso maduro fue
de 580 Kg.

Fueron colectados para cada uno de los animales el peso vivo (PV), dias en leche,

edad, produccion de leche y % de proteina.

El calculo de los requerimientos de metionina (Met) y lisina (Lys) se presenta en la
Tabla 1 (Aminocow, 2010)

Tabla 1. Requerimientos de Met y Lys para vacas lactantes

Met Lys
METmant = 0.0272 * (PV ~ 0.75) LYSmant = 0.0932 * (PV ~ 0.75)
METleche = Pdn leche* % PC proteina leche * 0.38572 | LYSleche = Pdn leche * % CP proteina de la leche *1.16072
METgan= Factor de ganancia * 13.3 LYSgan = Factor de ganancia* 46
METreg= METmant + METleche + METgan LYSreq =LYSmant + LYSleche + LYSgan

Factor de ganancia de peso = PV maduro - PV vaca/365 - dias en leche
PV maduro = 580 Kg

METmant: Requerimientos de Metionina para mantenimiento, METleche: Requerimientos de
metionina para produccidon de leche, METgan: Requerimientos de metionina para crecimiento,
METreq: Requerimiento total de metionina, LYSmant: Requerimientos de lisina para
mantenimiento, LYSleche: Requerimientos de lisina para produccion de leche, METgan:
Requerimientos de lisina para crecimiento, METreq: Requerimiento total de lisina.

Aportes de aminoé&cidos: Valores predichos y observados

La cantidad de AA que llega al ID se estima a partir de la cuantificacion de cada
una de sus fuentes: proteina microbiana sintetizada en el rumen (PMicrob),
proteina no degradable en rumen (PNDR) y proteina secretada endogénamente
(PE). Estas fuentes de PM fueron estimadas con las formulas que estan incluidas

en el programa AC, las cuales requieren de algunos datos como el CMS, cantidad
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de PNDR de cada una de las fuentes utilizada en la alimentacion de los animales y

TDN de los alimentos usados en la dieta.

Con base en las estimaciones de las fuentes de PM, fueron determinados los
balances de Lys y Met. En el caso que fueran encontrados desbalance en estos

dos AA, la deficiencia seria la cantidad a suplementar de Met y Lys.

Como fue mencionado anteriormente, para la estimacion y cuantificacion de los
aportes predichos y observados fueron necesarios los datos de CMS del forraje y
del alimento concentrado antes y después del experimento, estimados inicialmente
(valores predichos) mediante aforo de entrada y salida de los animales oferta
menos el rechazo para el CMSf y CMSc respectivamente. La estimacion de la
produccion de proteina microbiana fue realizada teniendo en cuenta el CMSt y el
TDN de cada una de los ingredientes de la dieta y la cantidad de PE calculada con
el CMSt. De otro lado, fueron requeridos los mismos datos para determinar los
valores observados de los balances de AA, los cuales fueron obtenidos con la
estimacion del CMS usando 6xido de cromo y LDA y para la produccion de
proteina microbiana mediante derivados puricos y creatinina. Para el calculo del
aporte de AA que hace la proteina enddgena al ID para los valores predichos y

observados, fue usada la férmula del AC, la cual usa el CMSt de los animales.

Fueron usados algunos valores que usa el AC por defecto, como fueron el asumir
que la proteina microbiana tiene un 60% de proteina verdaderamente disponible y
la digestibilidad de los AA de origen microbiano es del 80%, cuyo valor puede ser
editable en este programa. EIl valor asumido para la digestibilidad de los

aminoacidos enddgenos fue del 80% y este valor no puede ser editado en el AC.
Met y Lys desde la PNDR predichay observada

El suministro de Met y Lys que hace la PNDR al intestino delgado y el porcentaje
de digestibilidad intestinal de estos dos aminoacidos fue estimada antes de
iniciado el experimento, determinandose la composicién del pasto kikuyo y del
suplemento comercial y su perfil de aminoacidos inicial, después de la incubacion

ruminal de 27,4 h (valor determinado por la medicion de la tasa de pasaje del
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material sélido para esta dieta, la cual fue de 0.0365/h) y del residuo del alimento
después de la digestibilidad intestinal que fue encontrado en las heces (Duque et
al, capitulo 3). Los valores obtenidos fueron usados como predichos (valores
estimados antes de realizar el experimento en campo) y observados (valores
estimados que son obtenidos después de la fase experimental en campo), cuya
diferencia radica en los valores de CMS del forraje para los célculos de los

aportes.
Met y Lys desde la PE predichay observada

Los calculos para la determinacién de la proteina enddgena fueron calculados con
la misma férmula para obtener tanto los valores predichos como observados de
acuerdo con el programa AC, los cuales estan basados en el consumo de MS del
kikuyo y del concentrado, siendo utilizado para encontrar los valores predichos, el
consumo de forraje estimado por el aforo de entrada y salida y para los
observados el uso de marcadores (interno y externo). La férmula usada fue la

siguiente:
PE = 11,87 g/kg x CMS (kg) del alimento

PE Met = 0,11 g/kg x CMS (kg) del alimento

PE Lys = 0,40 g/k x CMS (kg) del alimento
Met y Lys desde la PMicrob predichay observada
Aportes predichos. Los aportes del flujo de AA desde la produccion de la
proteina microbiana fue estimada por el NRC (2001) a partir del valor de TDN del
alimento consumido, y por los CMS del concentrado y del forraje, obtenido por
diferencia agrondmica entre la produccion de forraje (oferta forrajera), y el

remanente una vez defoliada el area destinada para el dia, de los animales que

serian incluidos en el estudio experimental.
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Estimacion del CMSf

Se afor6 preliminarmente el potrero donde ingresaron los animales
experimentales, con el fin de cuantificar la biomasa de pasto disponible y
determinar la oferta de pasto por vaca por dia. Con el aforo de entrada realizado
se determind que la cantidad ofertada fue de 2.3 Kg de forraje verde/ m2 y el
desperdicio dejado por los animales al finalizar el periodo de pastoreo fue del
40%, indicando que el 60% de la oferta realizada fue aprovechada y el area de
pastoreo fue 86 m2/vacal/dia. EI consumo fue estimado por diferencia agronémica
entre la produccion de forraje, y el remanente una vez defoliada el area destinada
para el dia. Por lo tanto, el consumo final de forraje estimado de 13 Kg
MS/vaca/dia Deberian haberse obtenido consumos individuales. No se entiende lo

gue realmente se esta comparando.

Estimacion del CMS del forraje (CMSf) mediante la oferta forrajera y produccion de

proteina microbiana total (PMicrob)

Estimacion de PMicrob. La cantidad de proteina microbiana sintetizada fue
calculada por la férmula del NRC (2001), la cual requiere los datos del total de

nutrientes digestibles de los alimentos, CMSfy CMSc.
PMicrob (g/d) = (0.23* TDN consumido (Kg) *1000
TDN consumido = Kg MS consumida * % TDN

Los valores de TDN para el suplemento y el forraje fueron de 76 y 60.4 %
respectivamente. EI TDN del forraje y del concentrado fue estimado utilizando el
modelo desarrollado por Weiss et al. (1992).

Aportes observados. La determinacion de los aportes de la dieta (valores
observados) al flujo de la proteina microbiana y AA al intestino delgado para
estimar el balance o deficiencia de los AA fue realizado mediante la cuantificacion

del consumo de forraje por oxido de cromo y LDA y la produccion de proteina
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microbiana de los animales mediante derivados puricos y creatinina durante el

periodo de experimentacion.
Estimacion del CMSf y PMicrob

Los mismos animales a los que se les determiné el balance inicial de Met y Lys,
fueron usados para la suplementacion con estos dos aminoacidos protegidos. El
periodo experimental fue de 20 dias, en el cual los primeros 14 dias fueron de
adaptacion a la dieta y los dias 18,19 y 20 después de iniciado el experimento

fueron para la toma de muestras de forraje, orina y heces.
Estimacion de PMicrob

Las muestras de orina fueron obtenidas de los 12 animales experimentales y
fueron colectadas segun la metodologia propuesta por Chen y Gomes (1992)
durante los dias 18, 19 y 20 del periodo experimental. Las muestras se colectaron
mediante estimulacion del clitoris, en dos horarios diferentes en la mafana y tarde
después del ordefio. Cada muestra de orina fue filtrada y 5 mL fueron diluidos
inmediatamente en 45 ml de acido sulfdrico a 0.036 N para formar alicuotas de 50
ml. Las muestras fueron almacenadas a -20°C para la determinacion de derivados
puricos (Oliveira et al., 2001). Los andlisis de acido urico fueron realizados por el
método de uricasa, la creatinina fue determinada por el método colorimétrico,
descrita por Chen y Gomes (1995) y la alantoina fue evaluada mediante la técnica
de HPLC en el laboratorio de Analisis instrumental de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Medellin.

La concentracion de derivados de purina (DP) en las muestras de orina (mmol/L)
se obtuvo a través de la suma de la concentracion de alantoina (mmol/L) y acido

arico (mmol/L).

DP (mmol/L) = Alantoina (mmol/L) + Acido Grico (mmol/L)

La cuantificacion de la excrecion diaria de derivados de purina (DPE) fue obtenida

mediante la siguiente formula:

139



DPE= ((DP*(PV*Kct))/113.12)/CT

Dénde: DPE: Excrecion diaria de derivados de purina (mmol/d), DP:
Concentracion de los derivados de purina en la muestra de orina (mmol/L), PV:
Peso vivo (Kg), CT: Concentracion de creatinina en las muestras de orina
(mmol/L) y Kct: Coeficiente de excrecion diario de creatinina (mg/d) = 113* PV-025,

valor propuesto por Chen et al (1995).

La estimacion de la absorcion diaria de purinas (AP) proveniente de los acidos

nucleicos microbianos fue calculada segun Chen y Gomes (1995):
PA (mmol/d) = ((DPE- (0.385*PV°75))/0.85

Donde: PA: Purinas absorbidas por dia (mmol/d), DPE: Excrecion diaria de
derivados de purina (mmol/d), 0.385*PV°%7>: Aporte endégeno de derivados de
purina (mmol/Kg de PV metabdlico) y 0.85: Recuperacion de purinas absorbidas

como derivados de purinas (Verbic et al., 1990).

El flujo intestinal de los compuestos nitrogenados microbianos (NM, g N/dia) fue
calculado a partir de las purinas microbianas absorbidas (PA, mmol/d) utilizandose

la ecuacion:
NM = (PA*70) / (0.83 * 0.116 * 1000)

Dénde: NM: N microbiano (g/d), PA: Purinas absorbidas (mmol/d), 70: Contenido
de N en las purinas microbianas (mg N/mmol), 0.83: Factor de digestibilidad de
las purinas, 0.116: tasa de N de las purinas (N total en los microorganismos
ruminales, expresado por la razén 11.6/100) y 1000: Factor de correccion de mg a

gramos (Chen y Gomes, 1995).
La proteina microbiana total producida (PMicrob, g/d) fue calculada:

PMicrob = NM *6.25
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Siendo MN: Nitrégeno microbiano (g/d) y 6.25: Coeficiente estandar del contenido
de N de las proteinas (100/16).

Estimacion del CMSf. El consumo de materia seca fue medido mediante la
utilizaciéon de o6xido de cromo (Cr203) como marcador externo y lignina en
detergente acido (LDA) como marcador interno. El 6xido de cromo fue
suministrado via oral en dosis de 5 gr, dos veces al dia (en el ordefio de la
mafana y de la tarde). El procedimiento fue realizado durante 9 dias, que
corresponde al dia 12 después de iniciado el periodo experimental: en los
primeros 6 dias fue obtenido el equilibrio de la ingestion y la excrecion del
indicador y, a partir del 7 dia, se realizaron las colectas de heces dos veces al dia
en el ordefio de la mafana y tarde, de manera manual directamente desde el recto
tomando una muestra de 250 g, aproximadamente, las cuales fueron congeladas
hasta el dia final del experimento, para mezclarlas finalmente obteniendo una sola
muestra por cada vaca, la cual fue secada a 60°C por 72 horas y conservadas
hasta el andlisis de MS, LDA (Riguelme y Pulido, 2008) y contenido de cromo,
determinado con ayuda de un espectrofotdmetro de absorcion atémica, conforme
la metodologia descrita por Williams et al (1962). ElI CMS del concentrado fue
cuantificado mediante el pesaje del alimento una vez el animal llega a la sala de

ordeno.

La produccidn fecal y el consumo de MS del forraje fueron estimados utilizando la

siguiente formula (Ferret et al., 1999, Correa et al., 2009):

(Cromo administrado, g/d)
PF ((g MS/vaca)/d) =

Concentraciéon de cromo en las heces, g/g de MS
Donde:
PF = Produccion fecal, g de MS/dia

(LDA heces * PF) — (LDAc * CMSc)

CMSf (Kg/vaca/d) = LDAf

Dénde:
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CMSf = Consumo de MS del forraje, Kg/vaca/dia

PF = Produccion total de heces, Kg de MS/dia

LDA heces = Lignina en detergente &cido encontrado en las heces del animal, %
LDAc = Lignina en detergente &cido del concentrado, %

CMSc = Consumo de MS del concentrado, Kg/vaca/dia

LDATf = Lignina en detergente acido del forraje,

Fue asumida una tasa de recuperacion de cromo en las heces de 80% (Correa et
al 2009). ElI CMS del total fue determinado como el CMS total (CMSt) mas el CMS

del suplemento o.

Variables estimadas por el programa AC

Las siguientes variables fueron estimadas por las férmulas del programa AC para
obtener el balance de Met y Lys: Requerimiento de Met (MET Req, g/d),
Requerimiento de Lys (LYS Req, g/d), suministro de Met (g/d), suministro de Lys
(g/d), Balance de Met y Lys (g/d) predicho y observado. La produccion de proteina
microbiana total (PMicrob, g/d) y proteina microbiana que se absorbe en el ID
(PMicrob digestible, g/d) fueron estimadas por el NCR (2001).

Anélisis estadistico

Se realizdé una prueba t para muestras pareadas con la finalidad de evaluar si la
diferencia de las medias entre las observaciones pareadas de cada una de las
variables (observados vs predichos) fue significativa. Un nivel critico del 5% fue
usado para el error tipo I. Para complementar la informacion se realiz6 un analisis
de estadistica descriptiva con la finalidad de obtener los promedios y desviaciones
estandar entre los valores observados y predichos. La informacion fue procesada

utilizando el programa estadistico SAS (2001).
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La evaluacion comparativa de la eficiencia de prediccion fue desarrollada por la
evaluacion del cuadrado medio del error de prediccion (MSPE), como lo describid

Bibby y Toutenburg (1977), siguiendo la siguiente ecuacion:

1 . .
MSPE = - Y7L, (Xi — Yi)?

Donde:

X = valores observados
y= valores predichos

Para todos los calculos de varianza, el total de observaciones (n) fue utilizado

como divisor.

El coeficiente de correlaciéon de concordancia (CCC), conocido como el indice de
reproducibilidad, el cual considera simultaneamente exactitud y precision, fue
calculado acorde con Lin (1989) para las variables CMSf, CMSt, PMicrob
digestible, suministro y balance de Lys y Met.

Resultados

Los promedios y desviaciones estandares del CMS del forraje, CMS total,
produccion de proteina microbiana total y absorbible, Requerimiento de Met y Lys,
Suministro de Met y Lys, Balance de Met y Lys predichos y observados se

presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Valores observados y predichos para las diferentes variables evaluadas

Variable Predichos Observados P value
CMSf (Kg MS/d) 13.0+0.0a 11.7 +1.74b 0.03
CMSt (Kg MS/d) 20.6 + 2.2a 19.3 + 2.44b 0.02
Pmicrob (g/d) 1772 +198b 2160 + 392a 0.0002
Pmicrob digestible (g/d) 851 + 95.8b 1037 + 188a 0.0002
MET Req (g/d) 32.0+4.20 32.0+4.20 -
LYS Req (g/d) 103 +10.5 103 +10.5 -
Suministro de Met (g/d) 22.1+1.76 28.6 + 4.68 0.01
Suministro de Lys (g/d) 779 +5.79 92.1 +13.2 0.001
Balance Met (g/d) -9.70 + 2.92 -3.40 + 3.98 0.01
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Balance Lys (g/d) -25.1 +6.21 -10.8 +12.6 0.001
1 CMSf: Consumo de MS de forraje, CMSt: Consumo de MS total = CMSf+CMSc, Pmicrob:
produccién de proteina microbiana, Pmicrob digestible: Produccion de proteina microbiana que se
absorbe en ID, MET Req: Requerimiento de Met, LYS Req: Requerimiento de Lys, Balance de Met:
Suministro de Met metabolizable total — Met Req, Balance de Lys: Suministro de Lys metabolizable
total — Lys Req

La prueba t pareada muestra que la media de la diferencia entre las observaciones
pareadas fue diferente significativamente para CMSf, CMSt, PMicrob, PMicrob
digestible y suministro de Met y Lys (p<0.05).

Después de realizar el balance de AA pudo verificarse que la deficiencia de Met
estimada inicialmente (valores predichos) fue 64.9% superior a la observada (-
9.70 vs -3.40). Para el caso de la Lys la deficiencia predicha fue 57.0% superior a
la observada (-25.1 vs -10.8). Estos hallazgos indican que se subestima los
aportes de AA provenientes de la dieta y la proteina microbiana que fueron

calculados inicialmente.

En la tabla 3 se presentan las comparaciones entre los estimativos obtenidos por
los valores predichos y observados, donde se puede ver que los coeficientes de
correlacion de Spearman son altos para CMSt y suministro de Met y Lys (0.73,
0.72, 0.57 y 0.67 respectivamente), pero para el resto de estimaciones fueron
mucho mas bajos. Sin embargo, para todas las variables el CCC fue muy bajo
(valores entre 0.02 y 0.34) y sus MSPE fueron muy altos sugiriendo que los
resultados de prediccion no fueron similares a los valores observados, a excepcién
del CMSt que tuvo una moderada fuerza de concordancia (CCC de 0.63) y un
MSPE bajo de 4.42. Los resultados muestran que los
valores predichos no guardan precision ni exactitud con respecto a los valores

observados.

Tabla 3. Correlacion, cuadrado medio del error de prediccién y coeficiente de

correlacion de concordancia para las variables evaluadas
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Variable R MSPE CCC

CMSforraje (Kg MS/d) - 4.36 -

CMStotal (Kg MS/d) 0.73 4.42 0.63
Pmicrob (g/d) 0.42 203.237 0.18
Pmicrob digestible (g/d) 0.42 46.826 0.18
Suministro de Met (g/d) 0.72 21.62 0.34
Suministro de Lys (g/d) 0.57 343 0.12
Balance Met (g/d) 0.40 21.58 0.10
Balance Lys (g/d) 0.40 343 0.10

r. Coeficiente de correlacion de Spearman, MSPE: Cuadrado medio del error de
prediccion, CCC: Coeficiente de correlacion de concordancia

Discusién

El promedio del CMSf encontrado predicho y observados en este estudio fueron
similares a los datos publicados por Correa et al (2010) quienes han encontrado
un CMS promedio del pasto kikuyo de 11.0 + 2.98 y 13.6 = 3.74 estimados
mediante la fibra en detergente acido indigestible (FDAI) in vitro e in situ
respectivamente. Datos de produccidén de proteina microbiana encontrados en el
mismo sistema de alimentacion reportados por Correa et al (2006) fueron
completamente diferentes a los hallados en este trabajo. Los datos encontrados
para el flujo de proteina microbiana hacia el duodeno fue de 482.9 + 509.7
g/vacal/d presentando un coeficiente de variacion muy alto (105.5%) mientras que
en este caso la produccién de PMicrob total observada fue de 2160.4 + 392.0 con
un coeficiente de variacion del 18.1%, mucho mas bajo. Sin embargo, la

produccion de proteina microbiana parece ser variable entre los animales.

La falta de informacion en la literatura internacional, especificamente de PM
producida en vacas lecheras que basen su dieta en pastoreo, limita la
comparacion de los datos obtenidos en este experimento. Oliveira et al (2001)
evaluaron la produccion de proteina microbiana en dietas que contenian un 60%
de ensilaje de maiz y 40% de concentrado encontrando valores maximos de N

microbiano de 198.05 y 196.96 g/d. Si los anteriores resultados son multiplicados
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por 6.25, se encuentra que el flujo de proteina microbiana al duodeno seria de

1.231y 1237.8 g/d, similares a los encontrados en este trabajo.

Como puede observarse tanto el CMSf y CMSt fueron estadisticamente diferentes
entre los datos predichos y observados, cuando fue evaluada la concordancia del
modelo. Es muy importante este punto, ya que las desviaciones entre el consumo
predicho y estimado influird sobre los mayores o menores aportes de aminoacidos
al intestino delgado. Es necesario tener en cuenta que los célculos para
determinar los balances de aminoéacidos se basan en un sistema aditivo. Tanto los
aportes que hace la PNDR, la PMicrob y la PE incluyen la variable consumo
dentro de sus ecuaciones. Si esta variable varia considerablemente con respecto
al valor promedio determinado inicialmente, también se encontraran grandes
diferencias entre los valores estimados y reales en las determinaciones finales del
balance de Met y Lys debido a que estos balances recogen las diferencias
encontradas en el resto de determinaciones. Con base en la premisa anterior y los
resultados anteriores (ver tabla 2), el punto mas limitante para la determinacion de
los balances reales de Met y Lys es el CMS del forraje y la cuantificacion de la
produccion de proteina microbiana, debido a que los valores predichos vy
observados no fueron similares, haciendo que las demas estimaciones de las

otras variables también se vean influenciadas.

En este estudio, los resultados muestran claramente que a pesar de que los
animales fueron escogidos lo mas homogéneamente posible y se realizé un
balance de Met y Lys inicial, con el fin de conocer la cantidad a suplementar de
metionina y lisina protegidas, los balances fueron diferentes estadisticamente
porque estos fueron influenciados ampliamente por las diferencias en el CMSf y la

sintesis de PMicrob, la cual contribuye al aporte final de AA que llega al ID.

De acuerdo con nuestros resultados, Patton (2009) sugirié que para poder hacer
un adecuado balance de AA se debe conocer el verdadero CMS del grupo de
animales. Si esto no es posible, el balance de AA no puede ser hecho. A su vez,
el plantea que los modelos para estimar los CMS estan basados en muchos

estudios publicados por lo que se puede estar seguro que son mMas que una
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conjetura. Sin embargo, las diferencias entre los modelos para estimar el CMS
puede ser de hasta 1.5 kg en la ingesta prevista para un mismo animal y
obviamente esta diferencia en el consumo puede cambiar el flujo de AA hacia el

intestino delgado.

Cuando se compararon los balances de AA predichos y observados para la Met y
Lys, observamos que los valores reales fueron diferentes a los valores estimados
(Met y Lys estimada -9.70 + 2.92 y -25.1 + 6.21 vs Met y Lys reales -3.40 + 3.98 y
-10.8 + 12.6 g/d) y las desviaciones estandar también fueron mucho méas amplias
cuando se estiman los aportes de AA con los valores reales, porque se encuentran
mayores diferencias entre los animales en cuanto a las variables consumo de
forraje y PMicrob. Con estos resultados podemos decir, que las variaciones en las
respuestas a la suplementacién de Lys y Met protegidas puede radicar en que los
verdaderos aportes de AA que llegan al ID son diferentes a los estimados por los
modelos y se puede subestimar o sobrevalorar los aportes, si la variable predicha
tiene una desviacion muy grande con respecto a la observada, produciéndose por

lo tanto CCC muy bajos y MSPE altos, como lo fue para este caso.

Las diferencias encontradas en la estimacion de la proteina microbiana en los
valores estimados y reales podrian deberse a que la formula de estimacion esta
basada en el TDN y el uso de esta variable incluye la energia aportada por las
grasas, el cual no es un sustrato energético utilizado por los microorganismos
ruminales para su crecimiento (Galyean y Tedeshi, 2014). Adicionalmente, la
férmula asume una eficiencia constante, y esta podria subestimar la produccion de
PMicrob en dietas con altos niveles de concentrado, ya que las bacterias no
crecen con igual eficiencia cuando fermentan fibra que cuando lo hacen con
carbohidratos solubles. Czerkawski (1986) reporta que las eficiencias pueden

variar entre el 13 y el 33%, por lo que es un error asumir un valor constante.

Una estimacion mas adecuada para la sintesis de PMicrob hubiese sido
incluyendo la materia organica fermentable, ya que las dietas que son mas
fermentables aportan mas energia y favorecen el crecimiento microbiano y puede

verse reflejado en una mejor estimacion de esta variable. Por lo anterior, se puede
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decir que son subvalorados los valores de proteina microbiana metabolizable
(absorbible) estimados con la formula del NRC (2001).

A su vez, la relacion forraje concentrado de la dieta observada fue de 61:39,
relacion que al parecer mejora la eficiencia de produccién de proteina microbiana
porque la adicion de carbohidratos fermentables en el rumen (desde el
concentrado) permite la liberacion de ATP requerido para el crecimiento
microbiano. Las tasas de fermentacion de almidones y azucares solubles son muy
altas hasta las 2 horas pos-alimentacion pero disminuyen casi por completo a las 4
h pos alimentacion, mientras que la degradacion de la celulosa y hemicelulosa
(desde el forraje) inician sélo desde las 3 a 4 h pos-alimentacion y puede continuar
por largos periodos de tiempo (96 horas pos-alimentacion), proporcionando de
esta manera ATP para el crecimiento microbiano mas tardio (Iskenderov y
Mamedova 2013). Por lo tanto, esto permite que la produccién de PMicrob sea

también mayor en el tiempo.

Esto es apoyado por Czerkawski (1976), quien dice que consumos de mezclas de
forraje y concentrado resultan en mayor sintesis de proteina microbiana
comparados con consumos de sdélo concentrado o forraje. Adicionalmente, el
valor promedio para la relacion forraje: concentrado de la dieta en este trabajo fue
de 61:39% y se ha reportado que si se suplementa con carbohidratos
fermentables en al menos un 30% la eficiencia microbiana se incrementa (Huber y
Kung, 1981).

Con relacion al CMS del forraje, las diferencias encontadas entre los valores
predichos y estimados son debidos a que en el primer caso, no se tienen en
cuenta para calcular el CMSf de los animales caracteristicas bromatolégicas de la
dieta, su ambiente, sus demandas nutricionales y energéticas y por ultimo la
selectividad propia de cada uno de los animales. Una de las conclusiones
importantes es que para el balanceamiento de dietas por AA limitantes, es que el
CMSf debe ser previamente determinado para cada individuo debido a que los
balances de AA también son realizados individualmente y esta variable esta

incluida en las determinaciones del resto de variables.
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Conclusiones

El Amino Cow es una herramienta de facil y libre acceso para determinar los
balances de Met y Lys, pero para este sistema de alimentacion, las estimaciones
no fueron adecuadas ya que fue subvalorado los aportes de metionina y lisina
hacia el intestino delgado. Por lo tanto, el AC no es un adecuado predictor para
estimar las cantidades a suministrar de estos dos aminoécidos para cubrir

deficiencias si no se cuenta con informacion precisa del CMS y PMicrob.

Las limitantes encontradas en este estudio para la prediccion de los aportes de
metionina y lisina fueron la estimacion del consumo de materia seca del forraje y la

produccién de proteina microbiana.

En sistemas de produccion basados en pastoreo, la determinacion de los aportes
y deficiencias de Lys y Met es compleja, ya que los aportes de AA y el balance
real de cada uno de ellos fueron estadisticamente diferentes a las estimaciones
iniciales, para suministrar la suplementacion con las fuentes protegidas. Este
analisis nos corrobora que es necesario contar con informacion precisa y confiable
del consumo de MS del forraje y el consumo total de cada uno de los animales y
no solamente de su promedio. Asi como también son necesarios los datos sobre

la produccién de proteina microbiana real.
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CAPITULO 6. EFFECT OF RUMEN PROTECTED METHIONINE AND LYSINE
SUPPLEMENTATION ON MILK PROTEIN COMPQOSITION IN DAIRY COWS

Este capitulo fue desarrollado para cumplir el objetivo especifico numero 3:
Evaluar el efecto de la suplementaciébn con aminoacidos protegidos en la
composicién de la leche, asi como en las concentraciones de las diferentes
caseinas (alpha, beta y kappa) y la proteina del suero de la leche (alpha
lactoalbimina). En este capitulo son importantes tanto los resultados del efecto
de los aminoacidos protegidos sobre la composicion y proteinas lacteas como el
procedimiento y el método de evaluacion. La estandarizacion de este método
permiti6 desarrollar de manera confiable y positiva las determinaciones de las
diferentes caseinas para este trabajo y a su vez, se pudo ofrecer este servicio a la

Universidad Tecnologica de Pereira.

Este capitulo se presento como articulo a la Revista Journal of Dairy Research.
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CAPITULO 6. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE METIONINA Y LISINA
PROTEGIDA EN LA COMPOSICION DE PROTEINAS LACTEAS EN VACAS
HOLSTEIN
Rumen protected methionine and lysine supplementation affected the milk

proteins concentration in dairy cows

Monica Dugque #°, Ricardo Rosero?!, Martha Olivera®
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia, Grupo de investigacién
GRICA. Medellin, Colombia. ?Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de

Antioquia, Grupo de investigacidén Biogenesis, Medellin, Colombia

Resumen: El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de suplementacion de
metionina y lisina protegida sobre la composicion, contenido de alpha-
lactoalbumina y caseinas en la leche. 12 vacas multiparas Holstein, con promedio
de produccion de 24 + 4.76 kg/vaca/dia fueron asignadas a uno de los 2
tratamientos siguientes: grupo control (control): vacas alimentadas con pasto
kikuyo y suplemento comercial y grupo experimental (MetLys): vacas alimentadas
con la dieta control, mas la suplementacion con Met y Lys protegidas. El
experimento consistio en 14 dias de adaptaciéon a la dieta y 6 dias del periodo
experimental. Se encontré una tendencia significativa sobre la leche corregida al
4% de grasa (p<0.11) y lactosa (p<0.08) cuando se suplementé con metionina y
lisina protegida, siendo mayor en el grupo MetLys que en el grupo control. Fueron

encontrados efectos positivos en la composicion de las diferentes caseinas de la

* For correspondence; e-mail: martha.olivera@udea.edu.co
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leche como alpha S1 y beta caseina sintetizadas en la glandula mamaria. El
porcentaje de proteina de la leche no fue afectada significativamente.
Palabras claves: Caseinas, alpha S1, alpha S2, kappa, B caseina, aminoacidos

protegidos ruminalmente

Abstract. The aim of the study was to assess the effects of rumen protected
methionine and lysine in the diet on milking parameters and caseins and alpha-
lactalbumin contents of milk in dairy cows. Two groups of Holstein-Friesian cows,
six each, with average milk production of 24 + 4.76 kg/day/cow were assigned to
two of the following treatments: Control group (Control) was given a traditional diet,
where the cows were rotational grazing in kikuyu (Penissetum clandestinum) and
concentrate and the experimental group (MetLys), had the same diet of control
group and were supplemented rumen protected methionine and lysine. The
experiment consisted in seven days period for diet adaptation and thirteen days for
experimental period. The rumen protected methionine and lysine supplementation
affected 4% fat corrected milk and fat percentage, being higher in MetLys than
control group (p<0.05). Positives effects were found on composition of different
milk caseins such as alpha S1 and beta caseins synthesized by the mammary
gland. Milk protein percentage and concentrations of milk metabolites as
betahydroxybutyrate (BHB) and milk urea nitrogen (MUN) were not significantly
affected.

Keywords: Caseins, alpha S1, alpha S2, kappa, B casein, rumen-protected amino

acid
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Introduccidén

La leche bovina contiene alrededor de 3.0 a 3.5 % de proteina (Phadungath,
2005), la cual esta compuesta principalmente de 6 proteinas, alpha lactoalbimina,
alpha S1, alpha S2, beta y kappa caseina. Estas proteinas en su conjunto
constituyen el 90% del contenido total de proteina (Tay & Gam, 2011). EI alto
valor nutricional de la leche es debido en parte a las propiedades de estas
proteinas. Las caseinas proporcionan aminoacidos esenciales (AAE), fésforo y
calcio. Las proteinas del sueron de la leche son ricas en AAE como metionina y
cisteina y por lo tanto, tienen un alto valor nutricional también (Wit, 1998). Estas
proteinas estdn constituidas en su mayoria por alpha-lactoalbimina y beta-
lactoglobulina, siendo la primera importante para apoyar la sintesis de lactosa
(Neville, 2009), mientras que la segunda provee AAE, pero aun su funcion

biolégica no esta clara.

La sintesis de proteina en la glandula mamaria requiere de los precursores
necesarios como la disponibilidad de AA y energia (Bequette et al. 1998, Bionaz &
Loor 2011). En las vacas lecheras, mas de 5 veces es el incremento en los
requerimiento de energia y proteina en la etapa de lactancia cuando es
comparada conel ultimo tercio de la gestacion, por lo que, la disponiblidad de
aminoacidos puede ser un factor limitante para la sintesis de las proteinas lacteas
(Schingoethe, 1988, Bionaz et al. 2012). Cuando es comparada el perfil de la
proteina de la leche o de los microorganismos ruminales con los alimentos
comunmente usados en la alimentacion de ganado lechero como son el maiz,
torta de soya y forrajes a menudo son deficientes en el contenido de lisina y
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metionina(NRC, 2001; Correa, 2006). Adicionalmente, la sintesis de proteina
microbiana no suministra las cantidades suficientes de AA para cubrir los
requerimientos en vacas lecheras de alta produccion (Polan et al. 1991), lo cual
significa que la proteina no degradable en rumen (PNDR) debe ser proporcionada
en la dieta para maximizar la cantidad de amino&cidos disponibles para la
absorciéon en el intestino delgado (Samuelson et al. 2001; Leonardi et al. 2003).
Por lo tanto, la disponibilidad de aminoacidos especificos como la metionina y
lisina, que a menudo son considerados como los mas importantes pueden ser un
factor limitante para la sintesis de proteina (Robinson et al. 1998). Los
aminoacidos (AA) en la glandula mamaria de vacas lecheras no solamente son
importantes para la sintesis de proteinas lacteas sino que también son importantes
en la produccion de energia a través del ciclo de Krebs (Bequette et al. 1998).
Ademas, recientes estudios de transcriptomica en vacas lecheras en la prefiez y la
lactancia establecen que el complejo diana de la rapamicina en células de
mamaifero (MTOR) esta involucrado en la regulacion de la sintesis de proteina,
particularmente en la traduccion, la cual es indirectamente activada por AA,
particularmente por la leucina (Bionaz & Loor 2011; Kimball & Jefferson 2006). Por
lo tanto, la suplementacién con aminoacidos protegidos como Met y Lys pueden
ser efectivos en el mejoramiento del balance de AA para mejorar la produccion de

proteinas lacteas (Lara et al. 2006).

Muchos métodos han sido desarrollados para proteger estos AA desde la
degradacion microbiana resultando en AA protegidos (AAPR) que pasan al

abomaso y al intestine Delgado donde son liberados y absorbidos. Sin embargo,
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los resultados en la produccién adicionando AAPR han sido variables (Tfinacty et
al. 2009) siendo positivos en algunos casos en el incremento de la produccion de

leche, contenido y produccién de proteina (Lara et al 2006, Robinson, 2010).

Hay poca informacion en la literatura de los efectos de la suplementacién con Met
y Lys protegidas para vacas lecheras en condiciones de pastoreo, particularmente
cuando la proteina metabolizable (PM) puede ser marginal (Correa, 2006). El
objetivo de este estudio fue evaluar en vacas lecheras en pastoreo el efecto de la
suplementacién con Met y Lys protegidas sobre la composicion y concentracion de

las diferentes proteinas lacteas en vacas lecheras.

Materiales y métodos

Animales y manejo en el ordefio

El experimento fue realizado en la Finca “Betania”, localizada en Santa Rosa de
Osos (Antioquia, Colombia), a 2500 m.s.n.m, con una temperatura promedio de
14 °C y humedad relativa de 79%. EI promedio de precipitaciéon anual es de 2500

mm (IDEAM, 2001).

12 vacas Holstein lactantes entre 2 y 4 lactancias en 124.8 + 14.0 dias en
lactancia, condicion corporal de 3.02 + 0.17, peso promedio de 547 + 56.1 Kg,
produccion promedio de 24+ 4.76 L/dia, proteina de 2.89 + 0.17 %, 3.45 + 0.42 de
grasa. Las vacas pastorearon Kikuyo (Pennisetum clandestinum) en un sistema
rotacional con agua a voluntad. Los ordefios fueron realizados dos veces al dia a

alas 4:00 y 14:00 h. Los protocolos de muestreo fueron aceptados por el comité
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de ética de la Universidad de Antioquia (Niumero de procedimiento: 71, Junio 17

de 2011).

Tratamientos

Doce vacas fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes grupos al
iniciar el experimento: Grupo control - animales que pastorearon kikuyo y fueron
suplementados con alimentos concentrado sin adiciéon de Met y Lys protegidas, y
grupo MetLys — Animales que pastorearon Kikuyo, suplementados con
concentrado y Met y Lys protegidas. Los grupos estaban balanceados por nimero
de parto (2.83 + 0.98 vs. 2.67 + 0.82, respectivamente), grado de condicidon
corporal (CC; 3.00 + 0.16 vs. 3.08 + 0.20) y dias en lactancia (DL, 131 + 13.42 vs.

120 + 13.86 dias.

A las vacas fue ofrecida las dietas experimentales desde el dia 0 hasta el dia 20
de experimentacion. El periodo de adaptacion constié en los primeros 14 dias,
seguido del periodo de evaluacion y toma de muestras, que incluyo los 7 dias
posteriores. El grupo de MetLys fueon suplemnetadas diariamente con 75 g de
metionina protegida ruminalmente (MetP) y 190 g de Lys protegida ruminalmente
(LysP), suministradas en dos cantidades iguales en cada uno de los ordefios,
conteniendo una cantidad neta liberada en el intestino delgado (ID) de 23.9 + 3.82

g de lisinay 7.03 + 2.93 g de metionina.

La MetP fue Mepron® (Evonik, Degussa AG, Alemania) y la LysP de AjiProTM-L

(Ajinomoto, Tokyo, Japan). El Mepron® es una fuente de metionina protegida por
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una capa de etilcelulosa (http://feed-additives.evonik.com) y AjiPro™-L es una
matriz de L-Lysine'HCI y aceite vegetal que resiste la degradacion ruminal
(http://www.ajipro-l.info/). Los requerimientos de aminoacidos fueron estimados
mediante el software AminoCow desde la compafiia Adisseo (Amino Cow, 2010)
resultando que los aportes de la dieta generaban una deficiencia en Met y Lys del

29.7% y 20.5%.

Analisis de muestras

La produccion de leche individual fue registrada diariamente y las muestras de
leche fueron tomadas de cada uno de los ordefios al dia 0 y 20 de
experimentacion. La proteina en lechefue analizada en el laboratorio de leches de
la Universidad de Antioquia  (Medellin, Colombia) usando un MilkoScan

(MilkoScan™ FT+ from Foss).

Andlisis de la composicion de la proteina de la leche

La determinacién individual de las proteinas lacteas (alpha S1, alpha S2, beta y
kappa caseinas y alpha lactalbumina) fue realizada colectando 15 ml de leche al
dia 0 y 20 del periodo experimental, desde los ordefios de la mafiana y la tarde.
Las muestras fueron mezcladas en la misma proporcion de su producciéon y

almacenadas a 20°C para su posterior analisis.

La electroforesis fue usada para la semicuantificacion relativa de las

concentraciones de las proteinas. La curva de calibracion fue generada por el
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rango de concentraciones conocidas 1000, 2500, 1250, 625, 312.5, 156.25 ug/ml
de la proteina albumina sérica bovina de 66 kDa de peso molecular
(BSA Standars ELISA Quantitation Set; Cat. No. 23209; Thermo Fisher Scientific

Inc., Rockford IL USA).

Para determinar los verdaderos valores de cada una de las diluciones medidas fue
usado un equipo de ELISA a 562 nm (microplates reader ELXx800NB). Geles de
Tricina-SDS-PAGE fueron preparados para la migracién de esta proteina en sus
diferentes concentraciones (ver Figura 1). Posteriormente, mediante el software
DNR’s Gel capture mini software fueron tomadas las imagenes de los geles y las
areas y densidades de estas bandas fueron estimadas usando el GelQuant
Express Analysis software (Invitrogen). Una curva estandar entre las densidades
de las bandas y su concentracion de proteina determinadas por el ELISA fueron
ploteadas, obteniéndose una ecuacion de regresion usada para estimar las

concentraciones de las muestras de interés.
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Figura 1. Patron de electroforesis de la albimina sérica bovina realizadas en geles de Tricina-SDS-
PAGE para obtener la curva estandar. Linea 1. Marcador de peso molecular Bio-rad (Precision
Plus protein Dual Color Standars). Linea 2-9. Diluciones seriadas de la albimina sérica bovina

(pureza de 97%) con peso molecular de 66 kDa.

Para la cuantificacion de las lactoproteinas, fue usado el siguiente protocolo:
Prefraccionamiento de la muestra: La grasa de la leche fue removida, colocandose
2 mL de muestra de leche dentro de un eppendorf de 2.5 mL, la cual fue
centrifugada a 2500 rcf durante 15 minutos. La fraccion soluble fue extraida con
una jeringa de 10 mL (Sigma-Aldrich) vy fue adicionada dentro de un nuevo
eppendorf. 10 uL de esta muestra fue diluida en 240 uL de agua destilada, para

obtenerse una dilucién de 1:25.
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Separacion de las lactoproteinas: Cada muestra fue sometida a una electroforesis
de una dimensién usando un aparato Mini-Protean IIl Cell Electrophoresis (Bio-
Rad Laboratories, Richmond, CA) y geles de Tricina - -SDS-PAGE (Natalucci &
Pardo, 2002). Los geles de separacion eran de 10% T, 3%C y el gel de
concentracion de 4% Ty 3%C. Los geles fueron hechos acorde a la metodologia
descrita por Schagger (2006), siendo el protocolo cominmente usado para
separar proteinas especialmente en rangos de pesos moleculares desde 5 a 30
kDa, ya que la tricina es usada como un arrastrador de iones que permite una
resolucion superior de proteinas pequefias en geles con concentraciones mas
bajas de poliacrilamida que en sistemas de glicina-SDS-PAGE (Haider et al.
2012). Los pesos moleculares de las diferentes caseinas y alpha-lactoalbamina en
la leche bovina estan alrededor de 14 y 26 kDa. Las condiciones del programa de
migracion de las proteinas en la electroforesis fue de 40 min a 30 V (voltaje
constante) y posteriormente de 6-7 horas a 40 mA (corriente constante) para
mantener una tasa de migracion uniforme de la muestra, permitiendo una major
separacion de las proteinas. Los geles fueron tefiidos con Coomassie Brilliant Blue
R-250 bajo condiciones constants de agitacion durante 20 minutos (Kim et al.
2011) a temperatura ambiente. Después, los geles fueron destefiidos toda la
noche (16 h) en agitacion. Las fotografias de los geles fueron tomadas con un
DNR Bio-imaging Systems (MiniBIS Pro), y finalmente se procedid a la
semicuantificacion de las diferentes proteinas, las cuales fueron calculadas en
base a la intensidad de color y las areas individuales de las bandas de cada
lactoproteina en cada una de las muestras mediante el GelQuant Express Analysis

software (Invitrogen) (Ver Figura 2).
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Figura 2. Patrones de electroforesis de las caseinas bovinas y alpha-lactoalbimina obtenidos
desde geles de trichina-SDS-PAGE. Line 1. Marcador de peso molecular Bio-rad (Precision Plus
protein Dual Color Standars). Linea 2-10 Muestra de leche bovina.

Andlisis estadistico Los datos fueron analizados utilizando un modelo mixto
considerando el animal como efecto aleatorio y los tratamientos como efecto fijo
mediante el procedimiento PROC MIXED de SAS (2001). La produccién de leche
al inicio del experimento, los dias en lactancia y la CC fueron introducidas en el
modelo como covariables. Las variables analizadas fueron produccion de leche,
porcentaje de proteina y composicidon en la leche de las diferentes lactoproteinas.
Se realizé la comparaciéon de medias con un nivel de significancia de p<0.05,

utilizando el procedimiento LSMEANS de SAS (2001).
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Resultados

Produccion de leche y composicion de la proteina lactea

Los valores de produccion de leche, 4%LCG, de proteina, caseinas y alpha-
lactoalbumina obtenidos durante el periodo experimental, son presentados en la
Tabla 1. La suplementacién con metionina y lisina protegida tuvo efectos
significativos en la concentracion de alphaS1 y beta caseina (p<0.05) pero no
afecto la produccion de leche, 4%LCG, de proteina, kappaCN, alphaS2CN y alpha

LA.

Tabla 1. Efecto de la suplementacion con metionina y lisina protegida sobre la

produccion de leche, proteina y las diferentes proteinas lacteas en vacas Holstein

Variables Control MetLys EE p
Produccién de leche (Kg/dia) 23.7 23.8 2.05 0.96
4%LCG (Kg/d)* 24.2 26.0 3.42 0.10
Produccién de proteina (g/Kg) 3.04 3.11 0.692 0.159
AlphaS1CN (g/Kg) 9.44 10.58 0.593 0.046
AlphaS2CN (g/Kg) 2.55 2.94 0.582 0.125
BetaCN (g/Kg) 9.58 10.35 0.592 0.051
KappaCN (g/Kg) 3.25 3.49 0.572 0.663
Apha LA (g/Kg) 1.13 1.20 0.702 0.159

a, b Medias en la misma fila con letras diferentes difieren estadisticamente entre tratamientos (P <
0.05), 4% LCG: Leche corregida por grasa = (0.4 * produccion de leche) + (15 * produccion de
grasa), AlphaS1CN: Alpha S1 Caseina, AlphaS2CN: Alpha S2 caseina, BetaCN: Beta caseina,
KappaCN: Kappa caseina, Alpha LA: Alpha Lactoalbumina.

Discusion

En este estudio la suplementacion con metionina y lisina protegidas tuvo una

tendencia significativa al incremento de la 4%LCG, asi como un efecto significativo
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sobre el perfil de las proteinas lacteas, modificando la produccién de las caseinas

alpha S1 y beta sin afectar el porcentaje de proteina de la leche.

Produccién de leche y composicion

Aparentemente, debido a que las vacas experimentales estaban en el segundo
tercio de la lactancia, el suministro de energia no fue un factor limitante en la
produccion de leche que puede ser explicado debido a que ni la suplementacién
con MetP y LysP afectaron la produccion de leche ni el 4%LCG, aunque hubo una
tendencia al incremento en esta ultima variable. Nuestros hallazgos estan acordes
con los reportados por Robinson et al. (1998) y Colin-Schoellen et al. (2007),
quiénes no encontraron efectos significativos en la produccion de leche y proteina
cuando las vacas fueron suplementadas con ambos AAP. En contraste, algunas
investigaciones muestran que hay un efecto de los AA sobre la produccion de
leche y proteina en las vacas lecheras. (Socha et al, 2008; Tfinacty et al, 2009;

Zanton et al, 2014).

La tendencia al incremento en la 4%LCG en el grupo MetLys (p=0.10) puede ser
explicado por el incremento en la disponibilidad de AA en la glandula mamaria,
siendo una parte de estos AA usados en rutas metabolicas como sintesis de
grasa. La Met es un importante AA y su diferencia a menudo sugiere estar
relacionada a la produccion de grasa de la leche porque su papel como un
donador de grupos metilos en reacciones de transmetilacion en la biosintesis de

lipidos (Bequette et al., 2003) y la sintesis de colina para la sintesis de fosfolipidos
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también. Se ha establecido que el 25% de la metionina consumida por la vaca
lechera es destinada para la sintesis de estas dos moléculas. En un estudio fue
encontrado que cuando la Met absorbable en intestino era deficiente, la la sintesis

de grasa se reducia (Campbell & Farrell, 2002).

Composicion de la proteina de la leche

Es interesante observar en los resultados que la produccién de proteina en la
leche fue numéricamente mayor en las vacas alimentadas con AAP. A pesar de la
falta de apoyo estadistico, el mejoramiento de esta respuesta en vacas
alimentadas con AAP es consistente con otros estudios (Aldrich et al. 1993,
Robinson et al. 1995, Kudrna et al. 2009). Estos resultados pueden ser un efecto
directo del mejoramiento en el balance de AA en el intestino delgado, causando
por lo tanto una mayor fuente de precursores para la sintesis de proteinas lacteas.
Sin embargo, parece que la respuesta a la suplementacién con AA varia debido a

gue los aminoacidos tienen muchas rutas metabdlicas en el cuerpo del animal.

Los requerimientos en el primer tercio de la lactancia son destinados para la
sintesis de lactosa y para la produccion de la leche. En este estudio fue muy
importante evaluar el efecto de la suplementacién con AAP en vacas lecheras, sin
balance energético negativo (BEN), es decir, evaluarlas en el segundo tercio de
lactancia. Esto es importante, debido a que los AA suplementados son destinados
para encontrar los requerimientos de energia cuando los animales estan en BEN
(Piepenbrink, 2004; Fatima et al. 2014) vy por lo tanto, estos pueden no tener un

efecto en la sinntesis de componentes como grasa o proteina especialmente.
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Aparentemente, este proposito fue logrado en el presente estudio aunque no
fueron encontradas diferencias en la cantidad de proteina, si fue diferente en su

composicion.

Como se muestra en la tabla 2, la aS1 y B caseinas fueron estadisticamente
diferentes entre tratamientos, siendo mayor la cantidad producida en el grupo
MetLys. Los datos estan acordes con Tfinacty et al (2009), quien encontrd
diferencias significativas en las concentraciones de B y a caseina, pero es
imposible en este estudio decir si el cambio fue en la aS1 o aS2 caseina, porque
no fueron evaluadas independientemente. En contraste, Pacheco-Rios et al (1999)
investigo el efecto de la metionina protegida en sistemas de pastoreo en Nueva
Zelanda y encontré una disminiucion en la produccion de 3 caseina solamente.
Esto da un importante punto de andlisis, porque acorde a estos resultados y los
obtenidos en el presente experiment, se puede decir que los impactos generados
por la adicibn de estos dos aminoacidos protegidos o por la MetP a la dieta,
impacta o cambia el perfil de la proteina de la leche especificamente a y
caseina. Un impacto en la kappa casein no fue encontrado en ninguno de los

estudios.

Nosotros consideramos que los cambios encontrados en las concentraciones de
aS1 y B caseina pueden ser explicados porque son la forma prevalente de las
caseinas en la leche bovina (Swaisgood 1993), aS1 y B representan el 37 y 35%
respectivamente, mientras que la aS2 y la kappa caseina solo son el 10y 12 %
(Treweek, 2012). Ademas, se ha reportado que la aS1 caseina es una proteina
que esta involucrada en el transporte de las caseinas desde le reticulo
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endoplasmatico hasta el aparato de Golgi, por lo cual su sintesis podria ser
esencial para el transporte de las otras proteinas, lo cual significaria una mayor

necesidad en su sintesis.

Una explicacién a la falta de efecto de la suplementacion con Met y Lys protegidas
sobre la Unica proteina del suero de la leche medida puede ser debido a que
cuando se compara el perfil de aminoacidos de las proteinas del suero de la leche
con las caseinas, estas son mas bajas en glutamate, prolina y metionina y mas
alta en cisteina, glicina y treonina que las caseinas (Davis et al, 1994); por lo que
se podria pensar que incrementar el suministro de Lys y Met en el intestino
delgado, no parece ser una estrategia apropiada para incrementar este tipo de
proteinas lacteas. Actualmente, se ha publicado un estudio in vitro, en donde se
suplemento Met y Lys a células de la glandula mamaria bovina en una relacién 3:1
(la concentracion de Lys y Met fue de 1.2 y 0.4 mM, respectivamente) y fueron
encontrados efectos en la expreion de genes relacionados en la transcripcion y
traduccion de las proteinas de la leche, como son CSN1S1, CSN1S2, CSN2,
CSN3, LALBA, JAK2, STAT5, ELF5, mTOR, EIF4EBP1, lo cual condujo al
mejoramiento en la sintesis de proteina, porque en esta relacion, laproduccién de
caseina fue incrementada (2.95 ppm) (Nan et al 2014). Es necesario considerar
que los estudios in vivo pueden ser influenciados por muchos factores, que
involucran organos y tejidos y es mas complejo encontrar respuestas mas
precisas. Sin embargo, nuestros resultados fueron similares a este estudio porque
fueron encontrados incrementos significativos en la produccién de la B y aS1

caseina, sugiriendo que fue mas alta la expresion de los genes CSN1S1 y CSN2.
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Conclusiones

La suplementacion con metionina y lisina tendio a incrementar 4%LCG y modifico
los perfiles de la proteina, incrementando los niveles de la alpha S1 y beta

caseina, sin afectar el porcentaje de proteina.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. La metionina protegida, usada en este experimento tuvo una muy baja
proteccion, por lo cual gran parte del aminoacido es degradado en el rumen y una
menor cantidad paso a nivel intestinal. Caso contrario sucedid con la lisina, que
aunque la proteccion ruminal funcioné muy bien, esta interfiri6 también en su
digestibilidad intestinal. Esto trae como resultado, que el nivel de inclusién en la
dieta sea mayor, porque las cantidades suplementadas deben ser mayores para
poder compensar estos dos factores y que lleguen los aminoacidos metabolizables
necesarios para cubrir las deficiencias. Mayor cantidad suplementada de

aminoacidos, implica mayores costos en la produccién de leche.

2. La suplementacion con aminodacidos protegidos lisina y metionina incremento la
produccion de proteina metabolizable, debido a que en una de sus fuentes, la
proteina microbiana absorbible en el intestino delgado fue afectada

significativamente por la suplementacion.

3. Los resultados de este estudio sugieren que en algunos animales que
presentaron bajos requerimientos, la suplementacién con metionina y lisina
protegidas no fueron necesarias, debido a que tienen balances positivos de Met y
Lys. Animales con mas bajos consumos de materia seca, si podrian mejorar su
balance con la suplementacion de fuentes de aminoacidos protegidas o sin
proteccion. Mas estudios son necesarios para determinar si las vacas pueden
responder a otros aminoacidos, que puedan estar limitando la produccion de leche

y sintesis de proteina en sistemas de pastoreo.
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4. Para realizar balances de aminoacidos lo mas exactos posibles para vacas
lecheras usando los diferentes softwares, y especificamente el AminoCow,es
necesario contar con informacién precisa y adecuada del consumo de MS del
forraje y el consumo total de cada uno de los animales. Asi como también son

necesarios los datos sobre la produccion de proteina microbiana.

5. La suplementacion con aminoacidos protegidos en este estudio no
afectaron la produccion de leche y el porcentaje de proteina en leche. Sin
embargo, si tuvo efectos significativos sobre el perfil de las proteinas lacteas.

6. El uso de la suplementacion con metionina y lisina protegidas modificd
significativamente la produccién de alpha S1 y beta caseina. Estas caseinas
parecen ser importantes debido a que contienen péptidos bioactivos que serian

benéficos para la alimentacion humana.

7. Es necesario pensar a futuro sobre como mejorar la relacién Met:Lys en la
dieta total, mas que suplir especificamente estos dos aminoacidos debido a lo
complejo de obtener informacion precisa de consumo y produccion de proteina

microbiana.
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