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INTRODUCCION

Los nuevos sistemas de valoracion proteica de los alimentos consideran de
importancia conocer la proporcién de proteina degradable en el rumen. Con este fin,
se ha venido utilizando tradicionalmente la técnica de incubacién in situ. Esta precisa
mantener animales intervenidos quirdrgicamente, que necesitan periodos de
adaptacion a los ensayos, y tiene la limitacién fisica de no poder valorar
simultaneamente un elevado namero de muestras, por lo que es poco viable para su
aplicacién rutinaria a gran escala. Para obviar este problema se han disefado
diferentes métodos enzimaticos para estimar la degradabilidad de la proteina (Stern
et al, 1997). Dichas técnicas presentan la ventaja de ser completamente
independientes del efecto animal, precisan una menor cantidad de muestra y
permiten valorar conjuntamente un elevado nimero de alimentos. Sin embargo, no
todas ellas han sido validadas suficientemente con los resultados obtenidos en
ensayos in sifu.

Este trabajo estudia la posibilidad de predecir la degradabilidad efectiva de la
proteina bruta de piensos compuestos y mezcias alimenticias, utilizados
habitualmente en la Cornisa Cantabrica, a partir de los resultados obtenidos
mediante su incubacién con proteasa de Strepfomyces griseus.

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se ha lievado a cabo con piensos compuestos (n=11) y
mezclas alimenticias (n=8) utilizados frecuentemente por ios ganaderos de la
Cornisa Cantébrica en la alimentacién del ganado vacuno lechero. La degradabilidad
ruminal del nitrégeno se determind en tres vacas frisonas, vacias y secas, canuladas
en rumen que consumian una dieta basal fijada a nivel de mantenimiento, con una
relacién forraje:concentrado de 70:30 y suministrada en dos tomas diarias alas 8 y
14 horas. El concentrado utilizado para la alimentacién de los animales durante los
ensayos de degradabilidad era de caracteristicas similares a los alimentos a valorar.
Cinco gramos de muestra molida 2 2 mm se pesaron en bolsas de nylon (50 um de
didmetro de poro) y fueron incubados en el rumen durante 0, 2, 4, 8, 16, 24, 48 y 72
horas. Los detalles del procedimiento de incubacién se hallan descritos en de la
Roza et al. (2001). La evolucién de la desaparicién de la proteina bruta se ajusté
para cada animal segun el modelo propuesto por @rskov y McDonald (1979)
mediante SAS (1990).

La técnica enzimatica utilizada fue la propuesta por Alfrere y Cartailler (1988)
modificada por de la Roza et al. (1998). Se tomaron 250 mg de muestra molida a
0.75 mm de los mismos alimentos y fueron incubados durante 1 y 24 horas a 40°C
por duplicado con 1.5 mg de proteasa de Streptomyces griseus (Sigma P-5147)
disueltos en 25 ml de tampén borato-fosfato (pH=8). Una mezcla de cloramfenicol y
pimaricina (0.025 mg de cada uno) se afiadi6é a cada tubo para anular el crecimiento
microbiano. Al final de cada periodo de incubacion, y tras centrifugacién de los tubos
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a 1100xg durante 5 minutos a 10°C, se filtrd el sobrenadante a través de papel
Whatman n°54 determinandose su contenido en N-Kjeldhal. El nitrégeno degradado
se calculé como el contenido en nitrogeno del filtrado divido por la concentracion de
nitrégeno del alimento original.

Las relaciones entre parametros de degradabilidad in situ y solubilidades
enzimaticas se establecieron mediante analisis de covarianza, considerando a estas
ultimas como covariables, las clases pienso y mezcla como factores de efecto fijo y
la respectiva interaccion (SAS, 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las concentraciones de proteina bruta y fibra neutro detergente de los
alimentos fueron, respectivamente, de 21.4%+0.78 y 20.6%+1.12 en los piensos y de
19.4%+0.80 y 18.8%+1.72 en las mezclas. Los pardmetros de degradacion y la
degradabilidad efectiva considerando un ritmo fraccional de transito de 6%/h, asi
como los resultados de degradacién enzimatica, se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Coeficientes de degradabilidad (a, b, c), degradabilidad efectiva (DE) y
desaparicion tras 1 (P1) y 24 horas (P24) de incubacién con proteasa del nitrégeno
de piensos compuestos (PC) y mezclas alimenticias (MZ). Todos los valores en %.

n a b c DE P1 P24
PC 1 40.00 59.14 9.48° 76.16° 35.08 58.10
Mz 8 356.25 62.82 7.51* 69.87° 38.95 59.71
e.e. (1) 1.779 2.140 0.300 0.766 1.885 1.550

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.01).
e.e. error estandar

No se apreciaron diferencias en la solubilidad (a) ni en la fraccion
potencialmente degradable (b) en ambos tipos de alimentos, mientras que el ritmo
fraccional de degradacion fue estadisticamente superior (p<0.01) en los piensos
compuestos que en las mezclas (9.5 vs. 7.5% $0.30). Como resultado de este mayor
ritmo de degradacién, la degradabilidad efectiva fue superior en los piensos
compuestos (76.2 vs. 69.9% +0.77 para piensos y mezclas respectivamente,
p<0.001). La desaparicibn de proteina bruta tras la digestion enzimatica con
proteasa de Streptomyces griseus no se vio afectada por el tipo de alimento en
ninguno de los dos periodos de incubacién. Los resultados son inferiores a los
aportados por Tomankova y Kope€ny (1995) para alimentos similares. Esta
diferencia puede ser debida al efecto negativo del almidén sobre la accién de la
proteasa, ya que estos autores realizaron una hidrélisis previa con amilasa para
disminuir dicho efecto negativo. Assoumani et al. (1992) sugieren el uso de a-
amilasa cuando el contenido de almidén de los alimentos en estudio supere el 23%.
En nuestro caso, la proporcion de almidon fue de 39.36%+1.793 y 28.79%+1.447
para piensos y mezclas respectivamente. Por otra parte, los relativos bajos valores
de P24 respecto a P1 pueden ser debidos a que la acumulacion de productos finales
de la digestion durante la hidrélisis de la muestra puede inhibir progresivamente la
actividad de la proteasa (Stern et al., 1997).

En la tabla 2 se presentan las ecuaciones de prediccidn de la degradabilidad
efectiva, estimada para unas tasas de flujo de 4%/h (DE4), 6%/h (DE6) y 8%/h
(DE8), en funcién de la desaparicién del nitrégeno tras incubacién de piensos y
mezclas con proteasa durante 1 (P1) y 24 (P24) horas. Con el modelo propuesto, no
se apreci6 significacion estadistica de la interaccién entre el tipo de alimento y la
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covariable, por lo que dicha interaccion se elimind del modelo a fin de obtener una
unica pendiente (b) para ambos tipos de alimentos.

Tabla 2. Prediccién (y=m+ix) de la degradabilidad efectiva calculada para tasas de
flujo de 4%/h (DE4), 6%/h (DE6) y 8%/h (DE8) a partir de la desaparicion de
nitrégeno en la hidrélisis con proteasa de Streptomyces griseus durante 1 (P1) y 24

_(P24) horas de piensos compuestos (PC) y mezclas alimenticias (MZ).
P1

P24

n m i R* RSD m i R’ RSD

DE8 PC 11 61.61 0.297 0689 0.681 5479 0.297 0610 0.756
Mz 8 53.83 47.68

DE6é PC 11 6826 0225 0658 0.657|62.95 0.227 0.599 0.701
MZ 8 61.10 56.30

DE4 PC 11 76.90 0.132 0601 0602|7372 0.134 0.579 0.618
MZ 8 70.88 67.90

Las ecuaciones de predicciéon estimadas a partir de 1 hora de hidrélisis con
proteasa presentan unos coeficientes de regresion superiores a los estimados tras
24 horas de incubacion. Este descenso en la exactitud de la predicciéon cuando se
incrementa el tiempo de incubacién enzimética puede ser debido a la inhibicién de la
actividad de las proteasa con el tiempo de incubacién como ya se ha mencionado
anteriormente. En todo caso, la correlacion entre los resultados in situ y con
proteasa es similar a la obtenida por otros autores con las materias primas que
entran a formar parte de los piensos y mezclas estudiados (Assoumani et al., 1992).
La ordenada en el origen es en todo momento superior en piensos que en mezclas,
lo que podria ser un reflejo de la presencia de semilla entera de algoddn en mezclas
pero no en piensos. Para ambos periodos de hidrdlisis, la exactitud de la prediccion
disminuye conforme se incrementa el tiempo de permanencia del alimento en el
rumen, de modo que para un ritmo de transito del 4%/h, la desaparicion del
nitrégeno tras 1 hora de hidrélisis enzimatica explica el 60% de la variacioén, mientras
que para una k de 0.08 llegaria al 69%.

Los resultados de este frabajo indican que es posible predecir la
degradabilidad efectiva en el rumen de piensos compuestos y mezclas alimenticias a
partir de la desaparicién del nitrégeno tras hidrolizar los alimentos durante 1 hora
con proteasa de Streptomyces griseus. El incremento en el tiempo de hidrolisis
enzimatica hasta las 24 horas, sin la adicién de amilasa, no mejora los resultados
obtenidos.
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