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INTRODUCCION
Tradicionalmente la producciéon de proteina microbiana en el ramen ha sido
determinada mediante la cuantificacioén del flujo de proteina total y la de un marcador
microbiano en el quimo. Ello requiere la utilizacién de animales canulados en el
duodeno o abomaso. Los acidos nucleicos o sus metabolitos, las bases puricas (BP),
son las sustancias mas comunmente utilizadas como marcadores microbianos (ARC,
1984), estas sustancia son, ademas, absorbidas y metabolizadas parcialmente (DP,i.e.
alantoina y acido urico) y en esta forma excretadas en orina pero también a través de la
glandula mamaria.
La relacion entre la absorcion duodenal de BP y la excrecion urinaria de sus derivados
metabolicos a sido descrita en diversas especies y situaciones productivas que incluyen
animales en lactacion (Gonzéalez-Ronquillo et al. 2003), para asi disponer de una
herramienta que permita estimar el flujo duodenal de proteina microbiana sin la
agresividad que implican los procedimientos de canulacion. Por otra parte, en animales
en lactacién ha sido descrita también la relacién entre flujo duodenal y excrecion lactea
de purinas (Giesecke et al. 1994) pensando en una posible sustitucion de la orina por la
leche, asumiendo una mayor facilidad de recoleccién y control de este ultimo elemento.
El objetivo del presente trabajo es determinar la produccién de proteina microbiana en
vacas en lactaciéon con los procedimientos actualmente disponibles y analizar las
diferencias registradas derivadas del método de determinacion.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron tres vacas lecheras cruces de Holstein y Friesian, multiparas (32 lactacion)
con un peso vivo medio de 558 + 14 Kg. Los animales disponian de una canula simple
en el saco dorsal del rimen y una canula tipo “T” en la parte mas craneal del duodeno.
Los animales se mantuvieron atados con collar en plaza fija y fueron ordefiados dos
veces al dia a las 8.00 y a las 17.00 h. La racién mixta (50/50 forraje/concentrado) fue
administrada en doce tomas diarias y estuvo compuesta, el forraje, 67 % heno de Veza-
Avena, 22 % heno de alfalfa y un 11 % de pulpa de remolacha, el concentrado por 33.7
% cebada, 30 % maiz, 25.5 soja y un 10.2 % de salvado. El tratamiento experimental
consistio en administrar la racion “ad libitum” y aplicando dos niveles de restriccion el 15
y 25 %, respectivamente. Los tratamientos se aplicaron siguiendo un cuadrado latino
3x3 y cada periodo experimental tuvo una duracién de un mes, del cual la primera
quincena se destiné a la adaptacion de los animales al tratamiento experimental
mientras que en el resto se realizaron las determinaciones experimentales.

La produccion microbiana se determin6 mediante los procedimientos convencionales
estimado el flujo duodenal (Faichney et al. 1975) e identificando la proteina microbiana
en el quimo mediante dos marcadores, uno natural las BP y otro isotépico el **N. La
produccién microbiana se estim6 también de forma indirecta a partir de la excrecion
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urinaria y lactea de DP utilizando sendo modelos propuestos por Gonzalez-Ronquillo et
al. (2003). Las concentraciones de los marcadores (Cr-Yb) en el quimo y en las
soluciones de infusion se determinaron por espectrofotometria de masas. Los DP y
creatinina en orina digesta y leche se determinaron por HPLC (Baicells et al., 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION
Tabla 1. Flujo duodenal de N, nitrégeno no amoniacal (NNA) BP asi como la produccion
de N microbiano (g/d) estimado de forma directa a partir del enriquecimiento de "°N o el
flujo duodenal de BP o de forma indirecta a partir de la excrecion urinaria o lactea de
DP. Los valores se presentan utilizando la composicion de las bacterias asociadas a la
fase solida (BAS) o liquida (BAL).

Nivel de restriccién
Ad libitum 15 % 25% ESMl Sig/Dieta _Media ESM Sig/Met

Produccién leche (Kg/d) 183 203 203 096 NS
Ingestion MOD (Kg/d) 10.5 13.92 203  0.16 | b
Flujo duodenal
Nitrogeno (g/d) 2455 200.9 208.5 2297 NS 2183
NNA (g/d) 222.7 186.3 181.9 22.69 NS 196.9
Bases Puricas Cr-Yb 2582 216.1 193.6 39.31 NS 2226 36.03 NS
“ “DP orina 3140 2907 266.5 13.95 * 2903
* " DP leche 236.0 231.2 249.0 25.03 NS 238.0
Nitrégeno Microbiano
N (BAL) 1524
(BAS)  194.0
Bases Puricas
Cr-Yb (§) (BAL) 1315 1236 841 3193 NS 113.0 53.09 **
(BAS) 191.7 1422 1704 36.24 NS 168.1 36.03 *
DP Orina’ (BAL) 167.5 160.8 1154 1573 0.059 1479
(BAS) 2516 1926 2329 19.71 NS 2257
DP Leche™ (BAL) 1155 1252 1114 8.34 NS 117.4
(SAB) 180.8 154.0 211.2 10.44 0.095 182.0

ESM,: Error estandar que corresponde a la interaccién An.x Per. y contra el que se compard el efecto
dieta.

ESM;: Error estandar residual

§ Valores calculados a partir del sistema de doble marcado propuesto por (Faichney, 1975)

Valores calculados a partir del modelo propuesto por Gonzalez Ronguillo et al., (2003) a partir de la
excrecion urinaria de DP en orina’ [y =58.86 + 0.69 x] y leche m [y=-5.14 + 0.3765x, + 0.011x,].

En la tabla 1 se presentan las variaciones registradas en la ingestion de MOD que
fueron un reflejo de la restriccion a la que fueron sometidos los animales
experimentales. Los niveles de producciéon de leche no fueron modificados por el
tratamiento experimental y con ello se consiguié mantener los niveles de produccion
limitando los niveles de ingestion y consecuentemente la sintesis de proteina
microbiana en el reticulo-rumen.
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El flujo duodenal de N, NNA, BP y nitrébgeno de origen microbiano se presentan en la
tabla 1. Los flujos de N microbiano fueron siempre inferiores cuando fueron calculados
utilizando las bacterias asociadas a la fase liquida, como consecuencia de la mayor
relacion BP/N determinada en dichos extractos (1.36 y 2.09 para las BAS y BAL,
respectivamente P< 0.001). Estas diferencias en la composicién quimica de los
extractos confirman resultados previos descritos en bibliografia y estarian relacionados
con diferencias en la actividad metabdlica entre ambos extractos o con variaciones
inducidas por una hipotética seleccion realizada durante el proceso de extraccion de las
BAS (Martin-Orue et al., 1998).

Cuando los animales fueron alimentados “ad libitum”, la contribucion microbiana al N
duodenal estuvo determinada por el método de estudio, asi el 68 %, 59%, 75% o el 51
% (P<0.001) del N fue de origen microbiano (BAL) cuando el '°N o las BP fueron
utilizados como marcadores duodenales o el flujo de BP fue estimado a partir de la
excrecion de DP a través de la orina o la leche. En relacién al efecto del tratamiento
experimental sobre los diferentes parametros a estudio, el flujo duodenal de BP
respondi¢ al tratamiento experimental disminuyendo con el nivel de restriccion. Sin
embargo, las diferencias no alcanzaron en ningun caso significacién estadistica debido
a la elevada variacioén residual registrada en este parametro (CV= 23 %) considerando
que la maxima variacion esperable seria aquella equivalente al nivel de restriccion
impuesto (25 %). La excrecién urinaria de DP fue un reflejo del flujo duodenal de DP y
disminuy6 con el tratamiento experimental, en este caso la variacion residual fue muy
inferior (CV= 5%) y por tanto las diferencias en la estimacion del flujo duodenal de BP
alcanzaron significacion estadistica (P<0.05). Al expresar dichos resultados en términos
de proteina microbiana las diferencias perdieron relevancia estadistica (P<0.068).
Cuando la excrecion lactea se utilizé en lugar de la urinaria como un indice estimador,
se apreci6 un cambio significativo en la respuesta, la excrecidén de DP en leche
incremento con el tratamiento experimental reflejando mayoritariamente las variaciones
registradas en la produccién de leche
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