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RESUMEN

La utilizacion de subproductos agroindustriales (SA) en la alimentacion de vacas
lecheras estad cobrando cada dia mas importancia, debido a una creciente
industrializacién en origen que genera una gran diversidad de alimentos. El objetivo
fue comparar dos raciones completamente mezcladas (RCM) isoenergéticas,
iIsoproteicas e isofibrosas, una basada en SA (T1) y otra basada en ensilaje de planta
entera de maiz (T2). Para cumplir con este objetivo se realizaron tres ensayos, el
ensayo | con vacas lecheras, el ensayo Il con vacas lecheras fistuladas en el rumen y
el ensayo Ill con fermentadores de doble flujo continuo. En el primero se utilizaron 26
vacas multiparas, en un disefio completamente aleatorizado (DCA). La composicion
guimica de T1 y T2 fue: 55,5y 65,3 % MS; 66,1 y 67,3 % de digestibilidad de la
materia seca; 17,1 y 16,5 % proteina bruta; 39,2 y 40,0 % de fibra en detergente
neutro (FDN); 2,40 y 2,43 Mcal/kg MS de energia metabolizable, respectivamente. El
consumo de materia seca y el de energia metabolizable, la produccién y composicién
de leche, la variacion de peso de las vacas, las concentraciones de somatotrofina,
somatomedina, insulina, &cidos grasos no esterificados, glucosa no presentaron
diferencias significativas (P>0,05), el nitrégeno ureico sanguineo fue mayor para SA
(P<0,05). En el ensayo I, se utilizaron 4 vacas fistuladas en un disefio cross over que
recibieron los tratamientos T1 y T2. Se avalué el ambiente ruminal, cinética de
digestién de la FDN y la tasa de pasaje. EI ambiente ruminal (pH, N-NHz; y AGV) no
presentaron diferencias significativas (P>0,05). Para evaluar, la cinética de digestion
ruminal se incubaron en el rumen FDN de raicilla de cebada y ensilaje de planta entera
de maiz. Los parametros que presentaron diferencias significativas (P<0,05) fueron la
fraccion soluble, la degradacion potencial y el tiempo de retardo, siendo los
porcentajes mayores para FDN de ensilaje de planta entera de maiz. La fraccién
degradable no presenté diferencias significativas (P>0,05). La tasa de degradacion por
hora y la degradacion efectiva de la FDN en las horas 36 y 48 present6 tendencia
(P=0,10) a ser mayor para raicilla de cebada. Para la tasa de pasaje de las RCM, se
utilizaron 6 vacas fistuladas en un DCA, para ambos tratamientos se empleo un pulso
en el rumen de fibra de ensilaje de planta entera de maiz marcada con cromo. Los
parametros se estimaron con el programa de computacion cinética de la digestion en
rumiantes. El tiempo de retencién del rumen, el tiempo de recambio del ciego y colon,
el tiempo total promedio de retencion no presentaron diferencias significativas
(P>0,05). El ensayo Ill se utilizaron 4 fermentadores de doble flujo continuo, que
recibieron los tratamientos T1 y T2, en un disefio cross over. Se evalu6 el ambiente
ruminal in vitro y la digestibilidad aparente de los componentes quimicos de las RCM.
El ambiente ruminal in vitro y la digestibilidad aparente de los componentes quimicos
de las RCM no presentaron diferencias significativas (P>0,05). El uso de subproductos
agroindustriales en RCM permite mantener el nivel productivo de una RCM que incluya
ensilaje de planta entera de maiz.

Palabras claves : vaca lechera, subproductos agroindustriales, ambiente ruminal in
Vvivo e in vitro.
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ABSTRACT

Agro-industrial by-products (AB) utilization in the diet of dairy cows is each day gaining
more importance, due to a growing industrialization in origin that generates a great
diversity of food. The objective was to compare two total mixed ration (TMR)
isoenergetic, isoproteic and isofibrous, one based on AB (T1) and another based on
whole plant maize silage (T2). To comply with this objective three trials were carried
out: trial | with dairy cows, trial 1l with dairy cows fistulated in the rumen and trial Il with
dual continuous flow fermenters. In the first one 26 multiparous cows were used, in a
completely randomized design (CRD). The chemical composition of T1 and T2 was:
55.5 and 65.3% DM; 66.1 and 67.3% of dry matter digestibility; 17.1 and 16.5% raw
protein; 39.2 and 40.0% of neutral detergent fibre (NDF); 2.40 and 2.43 Mcal/kg DM of
metabolizable energy, respectively. Dry matter and metabolizable energy consumption,
milk production and composition, cow weight variation, and somatotrophine,
somatomedin, insulin, non esterified fatty acids, and glucose concentrations did not
show any significant variations (P>0.05). Blood urea nitrogen was greater for AB
(P<0.05). In the trial 1l, 4 cows fistulated in a crossover design received T1 and T2
treatments. Ruminal environment, NDF digestion kinetics and passage rate were
evaluated. Ruminal environment (pH, N-NH3 and VFA) did not show any significant
variations (P>0.05). To evaluate ruminal digestion kinetics, NDF barley rootlets and
whole plant maize silage were incubated in the rumen. The parameters that showed
significant variations (P<0.05) were soluble fraction, potential degradation and lag time,
the percentages being greater for NDF whole plant maize silage. Degradable fraction
did not show any significant variations (P>0.05). Hourly Degradation rate and NDF
effective degradation in the hour 36 and 48 showed a tendency (P=0.10) to be greater
for barley rootlets. As regards TMR passage rate, 6 cows were fistulated in a CRD, for
both treatments a pulse in the rumen of whole plant maize silage fiber marked with
chromium was used. The parameters were reckoned with the kinetic digestion in
ruminants computer program. Rumen retention time, caecum and colon refilling time,
and the average total retention time did not show any significant differences (P>0.05).
In trial 1ll, 4 dual continuous flow fermenters were used, which received T1 and T2
treatment in a cross over design. Ruminal in vitro environment and apparent
digestibility of RCM chemical components were evaluated. They did not show any
significant variations (P>0.05). The use of agro-industrial by-products in TMR allows
keeping a TMR productive level that includes whole plant maize silage.

Keywords: Dairy cow, agro-industrial by-products, ruminal in vivo or in vitro
environment.



1. INTRODUCCION

En Argentina, en las ultimas dos décadas el cambio socio-econémico agropecuario,
modificé la estrategia productiva y de alimentacion en los sistemas pastoriles de
produccion de leche. Por esta razon, algunos sistemas lecheros para aumentar la
carga animal y la productividad de leche por hectarea, utilizan raciones completamente
mezcladas (RCM) en encierres temporarios 0 permanentes.

El alto precio de los cereales y oleaginosas estimula el avance de la agricultura
sobre la region pampeana. Para el MAGYP (2011 a) desde el afio 1990 a 2010 la
superficie dedicada a la agricultura se incrementé en el pais un 63%.

Segun el SENASA (2011), el 90% de los establecimientos lecheros se encuentran
en la region pampeana, que posee el 92,4% de las existencias bovinas lecheras del
pais. La estratificacién de los establecimientos es de la siguiente forma: 3,1% posee
menos de 100 cabezas, el 54,4% entre 101 a 500 cabezas y el 42,5 % mas de 501
bovinos.

La clara competencia por el uso de la tierra de los sistemas productivos agricola
versus lechero, debido principalmente a su ubicacién geogréafica pampeana, restringe
la superficie dedicada a la implantacién de praderas y verdeos en los sistemas de
produccion lecheros pastoriles pampeanos.

En este contexto, ha cobrado cada vez més importancia la siembra de verdeos de
verano para su utilizacion como forraje conservado bajo la forma de ensilaje, por sus
ventajas de alta produccién por hectarea de KgMS ha™ y el bajo costo por $ KgMS™.
El ensilaje de planta entera de maiz, se ha convertido en el alimento de base forrajera
en épocas del afio donde los otros recursos forrajeros escasean, ya sea por la
competencia del recurso tierra con agricultura o por factores climaticos.

El ensilaje de planta entera de maiz, es uno de los principales componentes de las
RCM empleadas por los productores lecheros. La dependencia de este insumo es tan
evidente, que soélo cuando el precio de la leche es muy elevado o cuando se ha
agotado la reserva producida en el establecimiento, los productores recurren a la
compra de subproductos para sustituirlo. Esta situacion, ocurre cada vez con mayor
frecuencia en los sistemas de produccion de leche.

Se considera, que un tercio de los granos producidos en el mundo se destinan a la
alimentacion animal. Las proyecciones de crecimiento demografico mundial, estiman
gue anualmente 80 millones de personas se incorporan a la demanda de alimentos.

Los productos agroindustriales adquieren importancia, debido a que la tendencia



mundial de la agro-industrializacion en origen es cada vez mayor, generando
subproductos que pueden ser utilizados en la alimentacion animal en integraciones
verticales de industrias agroalimentarias y productores agropecuarios, disminuyendo
los costos de tratamiento ambiental de los subproductos agroindustriales y mejorando
el desempefio de las economias regionales.

Segun el MAGYP (2012), la molienda o procesado de cereales y oleaginosas en el
pais, para consumo humano y animal, se increment6 un 168 % en los ultimos 10 afios.
Proyecciones del PEA (2010), consideran desde 2010 al 2020 un incremento de las
exportaciones totales del sector agroalimentario y agroindustrial de USD 39.358
millones a USD 99.710 millones, lo cual representa un 153% de crecimiento.

La magnitud de la industrializacion de los productos agricolas con distintos fines,
en la alimentacibn humana y animal, generan excedentes de subproductos
agroindustriales con cualidades nutricionales interesantes.

Algunos subproductos agroindustriales himedos y/o secos en Argentina, presentan
fundamentalmente un uso regional, debido a los altos costos que implica su traslado.
Sin embargo, hay empresas que se dedican a su comercializacién y pueden trasladar
estos subproductos, como la malta himeda y la pulpa de citrus, aprovechando fletes
de retornos.

Los subproductos humedos constituyen un desafio en el armado de las raciones,
debido a su alto contenido de agua que puede limitar el consumo de materia seca
(NRC, 2001). Otros, en cambio poseen un alto contenido de materia seca como la
raicilla de cebada con un porcentaje alto de FDN y proteina, situacion que puede estar
morigerada por una alta tasa de transito de los subproductos, que por sus
caracteristicas intrinsecas de particulas pequefias, permanecen poco tiempo en el
rumen y permiten un mayor consumo.

Al describir la procedencia y caracteristicas nutricionales del ensilaje de planta
entera de maiz y los subproductos, se observan rasgos diferenciales.

Los ensilajes de maiz en Argentina, provienen del corte y picado de planta entera
de maiz con distintos estados fenoldgicos, dependiendo de la época del afio o
condiciones climaticas. En la campafias 2007/2008, se ensilaron unas 700.000 ha de
maiz para la alimentacion animal (Bragachini; Peiretti, 2008).

El ensilaje de planta entera de maiz, es un alimento de baja energia metabolizable
y proteina bruta, con la mitad de la materia seca constituida por pared celular. La

composicion quimica del ensilaje en proteina bruta (PB) es de 7,33 % + 1,71, FDN



47,42 % * 6,71, fibra en detergente &cido (FDA) 28,22 % + 4,21, materia seca (MS)
31,76 % + 6,41 (Guaita; Fernandez, 2005).

El mayor constituyente del ensilaje de planta entera de maiz es la FDN, que
presenta diversas caracteristicas de cinética de digestion y pasaje. La tasa de
degradacioén varia entre 3,19 % h* a 3,95 % h* (Johnson et al., 2003; Taylor; Allen,
2005), la tasa de pasaje (kp) de la FDN potencialmente digestible es de 2,37 % h™ a
2,68 % h' y de la FDN indigestible de 3,01 % h™* a 3,52 % h™ (Oba; Allen, 2003;
Taylor; Allen, 2005). Ademas, posee una fraccién soluble entre 3,90 % a 15,21 %
(Ouellet et al., 2003; Boucher et al., 2007; Rossi et al., 2010) y un “lag time” de 0,4 h a
12 h (Boucher et al., 2007; Fernandez et al., 2003).

La raicilla de cebada, es un subproducto procedente de la fabricacién de la cerveza,
proviene de germinar los granos de cebada para transformarlos en malta, el
rendimiento promedio por cada 100 kg de cebada es de 5 kg de raicilla de cebada
(Blas et al., 2010). En Argentina, en el afio 2009 la industria utiliz6 852 mil toneladas
de cebada, obteniendo como subproducto 42 mil toneladas de raicilla de cebada
(MAGYP, 2012).

La raicilla de cebada tiene un elevado contenido en fibra y esta es poco lignificada,
parte de la fibra se encuentra en forma de galactosanas y pentosanas, ademas
contiene una proporcion significativa de almidéon y de azlcares, principalmente
sacarosa (Blas et al., 2010).

La composicion quimica de la raicilla de cebada, es de PB 25,81 % + 3,52, FDN
38,88 % + 3,51, FDA 16,96 % + 0,81 y MS 96,77 % + 2,41 (Guaita; Fernandez, 2005).
La tasa de degradacion de la FDN de la raicilla de cebada es de 3,61 % h, la fraccion
soluble de 14,22 % y tasa de pasaje del 7 % h ™ (Swain; Armentano, 1994).

La malta humeda es el bagazo remanente de la elaboracion de cerveza
(Garciarena; Hofer, 1996), se compone principalmente por malta (cebada malteada) y
sémola de maiz o arroz quebrado, sometidos a distintas temperaturas durante el
proceso industrial.

Se caracteriza por poseer la siguiente composicion quimica de PB 26,45% = 5,46,
FDN 60,61% + 13,46, FDA 24,3% + 6,33, MS 23,93 % * 4,14 (Gaggiotti et al., 2008).

La tasa de degradacién de la FDN para la malta himeda varia entre 3,71 % h* a
6,51 % h™, con una fraccion soluble de 14,22 % (Swain; Armentano, 1994) y presenta
un “lag time” de 0,5 a 2 h (Swain; Armentano, 1994; Torren et al., 1994; Depeters et
al., 1997; Younker et al., 1998;Trujillo et al., 2010) con una tasa de pasaje 7,26 % ht
(Younker et al., 1998).



La pulpa de citricos, es un subproducto de la extraccién de jugo, por cada kg de
citricos se obtiene 0,49 a 0,69 kg de pulpa, compuesta porpiel 60 — 65 %, segmentos
del fruto 30 - 35 % y semillas 0 — 10 %, ademas de poseer un elevado contenido de
carbohidratos solubles (20%) y en pectinas (30%) (Calsamiglia et al., 2004).

En Argentina, en el afilo 2009 se industrializaron 1,31 millones de toneladas, con
una produccién estimada de subproducto de pulpa de citricos 641 - 903 mil toneladas
(MAGYP, 2011 b).

La composicion de quimica de la pulpa de citricos es de PB 7,47 % + 2,96, FDN
23,81 % + 3,81, FDA 12,02 % + 10,49 y MS 26,53 % * 5,54 (Gaggiotti et al., 2008).

La tasa de degradacion de la FDN de la pulpa de citricos varia entre 3,5 % h*a 9,4
% h™ (Depeters et al., 1997, Barrios-Urdaneta et al., 2003, Trujillo et al., 2010) y
presenta un “lag time” de 5,4 h (Barrios-Urdaneta et al., 2003), con una tasa de pasaje
de 6,5 % h™ (Tagari et al., 1995).

En la actualidad, se presenta una demanda creciente de informacion sobre
produccion de leche en sistemas en confinamiento, con alta inclusion en las dietas de
subproductos agroindustriales en RCM, para reemplazar el ensilaje de planta entera
de maiz cuando la coyuntura lo requiera.

Segun el NRC (2001), la FDN deberia representar como minimo el 25 % de una
RCM y el méximo es una funcién de la exigencia de energia neta de lactancia (ENL)
de la vaca en lactacion. Los CNF no deben superar el 44 % de una RCM, para evitar
problemas de conductas alimenticias y sobre el ambiente ruminal.

Se ha reportado, una disminucion lineal en el consumo de materia seca en RCM
cuando el porcentaje de materia seca disminuy6 (Larh et al. 1983). La reduccion del
consumo de materia seca se atribuye a un aumento del llenado ruminal de las RCM
mas humedas (Robison et al., 1990; Miller-Cushon; DeVries, 2009).

Ademas, se establecié que las RCM mas humedas son menos estables, es decir
se descomponen con mayor facilidad, en especial en periodos de mayor temperatura
ambiental.

Las mayoria de las RCM que se utilizan en alimentacién de vacas lecheras se
ubican entre 40 a 60 % de MS (Eastridge, 2006).En un estudio realizado por Mertens
(1995), los animales se alimentaron con raciones conteniendo distintas
concentraciones de FDN (25 a 55%), la maxima respuesta de leche grasa corregida al
4%, se obtuvo con el 1,2 % £ 0,1 del peso vivo de FDN en las raciones. Concluye que

este es el valor del maximo de consumo de FDN en las RCM.



Los valores de TND o la energia digestible (ED) de los alimentos, son calculados a
partir de la digestibilidad obtenida con animales alimentados a nivel de consumo de
mantenimiento, estos valores TND o ED sobreestiman los obtenidos en animales de
alta produccioén, donde la digestibilidad es deprimida por el alto consumo de materia
seca (Merchen, 1993).

Para Mertens (1987) la relacion entre la tasa de pasaje y la tasa de digestion,
definen la digestibilidad de los alimentos. Los alimentos que méas se afectan con la
tasa de pasaje son los que poseen una tasa de digestion (Kd) de 3 % h™. Por ejemplo:
un alimento con una Kd de 3 % h'y una Kp de 2,08 % h™ (48 h) posee una
digestibilidad de materia seca (DMS) del 59 %, si la tasa de pasaje aumenta a Kp 4,16
% h™ (24 h) se obtiene una DMS del 42 %. La pérdida en energia metabolizable del
alimento al aumentar el Kp es del 0,62 Mcal kg ms™.

El consumo de alimento, es asimismo regulado y limitado por los requerimientos
fisioldgicos y metabdlicos de los animales, por ello a una mayor demanda de energia
se requiere de un mayor consumo, llenado del rumen y un aumento de la tasa de
pasaje, convirtiéendose en una limitante en dietas con mayor densidad energética (Van
Soest, 1994 b).

La regulacion del consumo es un proceso extremadamente complejo que involucra
muchas interacciones entre el animal, el alimento y la forma de la alimentacion
(Mertens, 1994).

Para Mertens (1994), los animales comen para satisfacer su demanda de energia,
si se cambia la densidad energética de la racion, el animal responde ajustando su
consumo. Asi, si un alimento es de alta concentracion energética y de bajo contenido
de fibra, el animal consume hasta cubrir su demanda de energia, pero puede tener un
consumo mayor que su requerimiento y almacenar el exceso de energia en forma de
grasa. Lo contrario sucede con un alimento de baja concentracion energética, alto en
fibra, donde el animal aumenta el consumo para cubrir sus requerimientos y el limite al
consumo esté dado por el llenado ruminal.

El concepto de llenado ruminal, estd mas relacionado con la FDN. La fibra del
alimento, que ocupa lugar en el rumen, debe ser procesada por la masticacién y la
digestidon en el rumen. Estos dos mecanismos definen la capacidad de procesamiento
y llenado de las vacas.

Las RCM poseen variadas tasas de pasajes ruminales y contenido de FDN. Segun
estudios las reportan en los siguientes valores, la Kp 3,07 % h', FDN 33,33 %
(Teimouri Yansari et al., 2004), Kp 3,13 % h®, FDN 32,61 % (Beauchemin; Yang,



2005), Kp 4,06 % h™, FDN 32,01 % (Adin et al., 2009), Kp 4,06 % h™, FDN 36,15 %
(Yang; Beauchemin, 2006).

En un estudio realizado por Zebeli et al. (2008), se evaluaron 58 ensayos con un
total de 238 tratamientos de RCM. El consumo de materia seca (CMS) promedio fue
de 22,31 + 3,28 kg dia® y una produccién de leche de 34,90 + 5,78 litros dia™. El
porcentaje de forraje en las RCM vario entre 26,81 y 80,84 % de la MS (49,42 +
10,60 %). La FDN fue de 18,22 a 49,01 % de la MS (32,52 + 7,09 %) y FDN del
forraje entre 11,55y 44,99 % de la MS (21,91 £ 5,98 %). En estos ensayos, las Kp se
midieron utilizando marcadores externos (por ejemplo: iterbio, cromo), las Kp oscilaron
entre de 1,91 a 8,42 % h™, con un promedio de 4,09 % h™. En general, el promedio
diario de pH ruminal varié desde 5,30 hasta 6,73 (6,10 £ 0,26) y la digestibilidad de la
FDN fue desde 28,41 hasta 64,66 %.

La digestibilidad de la FDN en el total del tracto gastrointestinal depende del pH
ruminal y la tasa de pasaje del contenido del reticulo rumen. Ambas variables explican
el 62 % de la variacion de la digestibilidad de la FDN (Zebeli et al. 2008).

Debido a que el pH ruminal tiene profundos efectos sobre las poblaciones
microbianas, se considera como un factor critico en el funcionamiento normal y estable
del rumen.

Segun Yang et al. (2002) la disminucién del promedio de pH ruminal diario de 6,18
a 5,78, se asocia a un aumento de tasa de pasaje del reticulo rumen de 2,5a 3,4 % h
! ademas de una disminucion de la degradabilidad de la FDN en el rumen de 40 a 37
% y de la digestibilidad total del tracto gastrointestinal de 52 a 42 %.

Similar a lo reportado por Zebeli et al. (2007), donde se observé el incremento la
tasa de pasaje del rumen de 2,7 a 4 % h™ y una disminucién de la digestibilidad total
del tracto gastrointestinal de la FDN de 55 a 50%.

En otro estudio in vitro, realizado por Grant; Mertens (1992 a) se compararon
distintas fuentes de forrajes y distintos niveles de pH (5,8 y 6,8) para evaluar la
digestibilidad de la FDN, y concluyeron que el pH 5,8 afecta la digestibilidad de la FDN
in vitro, debido principalmente al incremento del “lag time” de 6,9 h (pH 6,8) a 11,9 h
(pH 5,8). En relacion de la tasa de digestion, se vio afectada solamente en el ensilaje
de maiz, aun pH de 6,8 y la Kd fue 6,7 % h™ y cuando se disminuy6 el pH a 5,8 la Kd
fue de 4,1 % h™. Ademas, se evaluaron otros alimentos, pero la Kd fue constante en
los distintos niveles de pH (5,8 y 6,8).

En vacas que son alimentadas una sola vez al dia, el pH desciende después de la

alimentacion por un periodo de pocas horas y se incrementa otra vez por la remocién



de &cidos grasos volatiles (AGV), salivacion y rumia. El pH en vacas de alta
produccion varia segun la frecuencia de alimentacion, en dietas con concentrados > a
45 % de la racion en % MS, el pH oscila entre 6,6 antes de la alimentacion, a 5,3 a 5,5
en los procesos de fermentacion intensivos posterior a la alimentacion. La cantidad de
tiempo por dia que el pH se encuentra a un nivel sub 6ptimo o el tiempo que el pH se
encuentra a un nivel éptimo, parecen ser un mejor determinante de la degradaciéon de
la fibra que el promedio diario de pH (Zebeli et al., 2008).

La investigacion realizada por Zebeli et al. (2008) demostr6, con un 99% de
probabilidad, que un promedio ruminal de pH 6,16 permite tener un pH inferior a 5,8
durante 5,24 h dia™. Los promedios superiores a pH 6,16 acortan el tiempo por debajo
de pH 5,8. Lo contrario pasa con promedios inferiores a pH 6,16, donde el tiempo
aumenta por debajo de pH 5,8.

Los efectos del pH menor a 6, en estudios in vitro e in vivo, han demostrado que la
digestibilidad de la FDN disminuye (Grant, Mertens; 1992 a; Yang et al., 2002; Zebeli
et al., 2007).

La celulosa es el polimero mas abundante en la naturaleza y los rumiantes para
poder degradarla, han establecido simbiosis con numerosos microorganismos, dentro
de estos, se encuentra las bacterias celuliticas (BC). Las bacterias Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus flavefaciens y Ruminococcus albus, generalmente, son
considerados como los microorganismos celuloliticos mas predominantes en el rumen
(Weimer, 1996).

El proceso de digestion activa de celulosa implica la adhesién de los
microorganismos a través de una estructura extra celular de glicoproteinas
denominada glicocdlix, que protege a las BC de protozoos y de sus enzimas
proteoliticas, en la superficie de los alimentos para comenzar la digestion por las
enzimas celulasas (Weimer, 1996).

Las barreras que impiden la adhesién de las BC, son las caracteristicas fisicas de
la celulosa y las ambientales del rumen (Weimer, 1996; Russell; Wilson, 1996, Mourifio
et al., 2001).

Por otra parte la estructura de la pared celular de los alimentos, limita el acceso al
contenido celular del alimento a las BC. Dentro de los efectos ambientales el mas
importante es el pH, las BC no pueden resistir las condiciones temporales de pH bajo,
gue conllevan las practicas de alimentacion con RCM, para desarrollar un crecimiento

poblacional exponencial.



Esto es debido, que el pH bajo limita el crecimiento de las bacterias sobre la
celulosa y celobiosa. Ademas de provocar una disminucion de celulasas per se, las
bacterias celuloliticas no pueden crecer con un pH bajo intracelular, ya que un
aumento en el gradiente de pH conduce a toxicidad con aniones (Russell; Wilson,
1996).

En resumen, la menor fermentacion de la celulosa a pH bajo puede ser debido a la
inhibicion de la adherencia, hidrdlisis de celulosa, del crecimiento de las BC o de una
combinacion de estos factores.

Las concentraciones de los AGV en el fluido ruminal tienen una estrecha relacion
con el pH, dado que por cada mol de AGV producido se produce un mol de H*
(Aschenbach et al. 2011).

El sistema de amortiguamiento de los AGV es uno de los mas importantes del
rumen, la absorcion y la tasa de pasaje de los AGV definen la dinamica diaria del pH
ruminal. Este sistema depende del pKa = 4,8 de los AGV, utilizando la ecuacién de
Henderson-Hasselbalch el 1, 10, 50, 90, y 99 % de AGV liberan los protones a un pH
de 2,8; 3,8; 4,8; 5,8 y 6,8. EI equilibrio del pH que se llegaria si sélo estuviesen
presentes los AGV en el rumen seria un pH de 4,8. Es evidente que el 80 % del poder
buffer de los AGV se encuentra a un pKa de los AGV + 1.

Al utilizar mayor cantidad de concentrados en las dietas, por fermentacion se forma
mas acido lactico, el cual posee un pKa = 3,86 y estabiliza el pH del rumen a 1 unidad
menos que el sistema AGV.

Otro sistema de amortiguamiento del pH ruminal es la saliva, que posee dos
componentes de importancia buffer. El fosfato salivar que su concentracion es de 20 a
30 mmol I* de saliva con un pKa de 7,21 y el bicarbonato salivar tiene una
concentracién de 120 mmol I de saliva, el pKa depende de dos sistemas. El primero
cerrado en ausencia de agua con pKa de 3,8 y el segundo abierto, en una solucién
acuosa con pKa 6,1.

En vacas lecheras, con méaximas secreciones salivares de 250 | dia® y un pH
ruminal 6,2 o menor, el fosfato amortigua 5 moles dia™ de protones y el bicarbonato
amortigua 27 moles dia™de protones (Aschenbach et al., 2011). Los dos sistemas,
fosfato y bicarbonato, a una méxima produccién salivar (250 | dia™) neutralizarian 32
moles dia™® de H*. La eliminacién de H* del rumen a través de la dilucién, absorcién y
almacenamiento describe mejor la variacion del pH ruminal (Allen, 1997).

La magnitud de las tasas de salivacion influencian los valores de pH. EI méximo

limite fisiologico para rumiar en vacas lecheras propuesto por Welch (1982) es de 10



horas dia™. El volumen de secrecion de saliva en rumia es 1,8 veces mayor que en
reposo. En alimentacion es de 0,18 a 0,22 | min* y en reposo de 0,10 a 0,15 | min*
(Cassida; Stokes, 1986; Maekawa et al., 2002).

Las caracteristicas del alimento condicionan la salivacion del bolo alimentico por las
vacas. Cuando el tamafio de particula es pequefio como en el caso de los
concentrados y ensilajes, la cantidad de saliva es menor con respecto a particulas de
mayor tamafio, como en los henos. La proporcion de saliva en los bolos alimenticios,
es de 50 % de humedad para concentrados y 80 % de humedad para forrajes. El
menor tamafio de particula permite formar un bolo alimenticio mucho mas rapido y
esté seria el motivo por el que el tamafio de particula condiciona la ingesta de saliva
por unidad de materia seca consumida (Maekawa et al., 2002).

Se ha encontrado una correlacion positiva entre la relacion del tiempo por debajo de
pH 5,8 y la secrecion de saliva, a mayor tiempo por debajo de pH 5,8 la secrecion de
saliva es mayor, pero esta mayor secrecion de saliva tiene un escaso efecto sobre el
aumento del pH (Penner; Beauchemin, 2010).

Se estima que la tasa de pasaje de liquido del rumen es igual a la tasa de
secrecion de saliva (Allen, 1997; Maekawa et al., 2002). La tasa de absorcion de los
AGV depende de las contracciones ruminales (en pH acido las contracciones
disminuyen), de la superficie de las papilas, del llenado ruminal y de la integridad
epitelial (Allen et al., 2006).

Penner et al. (2009) describen que la absorcion AGV se produce a 1,97 a 2,07 mol
h™ y un pasaje AGV del rumen de 0,8 a 1 mol h™. En vacas lecheras se estima que el
50 a 85 % de los AGV producidos se absorben en rumen y la tasa de pasaje de los
AGV es entre 29 y 39 % del total producido (Aschenbach et al., 2011). La absorcién en
el rumen de AGV es el principal control al pH ruminal y el 15% de la eliminacion de
protones del rumen corresponde al pasaje de pasaje de AGV asociados, el NH,", el
H,PO" al tracto gastrointestinal posterior (Allen, 1997).

Los AGV que pasan al tracto digestivo posterior son utilizados por la flora intestinal
0 absorbidos y metabolizados por el ciego y colon, siendo la principal contribucién
energética para las células epiteliales intestinales del intestino grueso (Bergman,
1990).

La absorcion de AGV por el rumen contribuye al equilibrio del pH ruminal. Se
absorben asociados y disociados de un proton. Los primeros son lipofilicos, presentes

en mayor proporcion en condiciones 4cidas y los segundos disociados en condiciones
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mas neutras de pH, estos se absorben por un sistema antiportador AGV y HCOj;'. Este
ualtimo, es el sistema que mas contribuye en la estabilizacion del pH.

Los AGV dentro de la célula epitelial ruminal, pierden el protén o lo ganan, estos
pasan al torrente sanguineo por tres mecanismos por un canal de aniones grandes de
absorcion pasiva (AGV disociados), por sistema antiportador (AGV disociado y HCO3)
y los lipofilicos (AGV asociados). Otro mecanismo importante de la regulacién del pH
es el que involucra al acido lactico, este se conoce como sistema simportador, donde
entra y salen de la célula epitelial ruminal un lactato disociado y un proton.

El sistema amoniaco, amonio y urea contribuyen al equilibrio del pH ruminal, el
amoniaco se absorbe principalmente en pH > 7 0 es excretado por las células
epiteliales ruminales, el amonio principalmente es absorbido a pH < 6,8 retirando un
protdn del rumen, y la urea es excretada mayormente a pH acido, promovida por el
aumento de AGV y CO, provenientes de un mayor crecimiento microbiano. El
amoniaco egresa de la célula epitelial ruminal hacia la sangre donde es
posteriormente metabolizado por el higado para formar urea (Aschenbach et al.,
2011).

Para Fahey, Berger (1993) el procesado de los alimentos puede afectar la
utilizacion de los carbohidratos estructurales en los rumiantes, al reducir el tamarfio de
particula de los forrajes por molienda generalmente se mejora la performance del
animal por un aumento del consumo voluntario.

El incremento de consumo y el tamafio pequefio de particula, contribuyen al
aumento de la tasa de pasaje a través del rumen, esto provoca una disminucion de la
digestion de los carbohidratos estructurales.

Al reducir el tamafio de particula aumenta la superficie de ataque para las bacterias
celuloliticas incrementando la tasa y la extensién de la digestion de la celulosa in vivo.
Sin embargo el corto tiempo de retencion en el rumen, causa la disminucion de
digestibilidad de la pared celular en forrajes y alimentos molidos.

Al presente, se observa frecuentemente que la productividad con ensilajes, es
menor a la esperada o a la que se puede predecir a través de los andlisis de
laboratorio.

Para Di Marco (2005), la digestibilidad in vitro sobreestima la digestibilidad in vivo
en un 15%, debido a que la técnica esta estandarizada con un periodo incubacién con
licor ruminal de 48 horas en un tubo de ensayo. Este periodo de incubacion excede el
tiempo que el ensilaje es retenido en el rumen, que se estima en menos de 24 horas

en vacas lecheras de alta produccion.
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En este sentido, Hoffman et al. (2003) al comparar periodos de incubacion de 30
horas versus 48 horas, en la digestibilidad in vitro de la FDN del ensilaje de maiz,
obtuvieron resultados que se diferenciaron en el orden de 8 a 9 unidades porcentuales
de digestibilidad.

La digestibilidad de la FDN, es una funcion de la fraccion potencial digestible, su
tasa de digestion y la velocidad de paso por el rumen (Allen; Mertens, 1988). Si bien,
Butler et al. (2001) concluyeron que los métodos de incubacién por 48 hs in vitro tienen
potencial para remplazar las técnicas in situ, donde se requieren animales modificados
quirdrgicamente.

Para Varel; Kreikemeier (1995) al comparar las técnicas de digestibilidad in situ e in
vitro (Tilley; Terry, 1963), observaron diferencias en el “lag time”, en la tasa de
digestidn y la extension de la digestion. Estas diferencias se las atribuyé a una mayor
concentracién de microorganismos en el rumen que en la técnica in vitro.

El ensilaje de planta entera de maiz posee una tasa de degradacion in situ de la
FDN, que segun el momento de cosecha y procesado, varia entre el 3,19 % h*a 3,95
% h™ (Johnson et al., 2003). En contraste, los subproductos poseen una tasa variable
de degradacion de la FDN, raicilla de cebada 3,8 % ht (Swain; Armentano, 1994), la
pulpa de citrus 5,6 % h'a 9,4 % h' (Depeters et al., 1997; Barrios-Urdaneta et al.,
2003) y la malta himeda de 5 % h™ (Younker et al., 1998).

Mertens (2010) sostiene que el tamafio de la particula de la FDN, tiene importancia
en el llenado ruminal y sobre el efecto del paso de la FDN en el animal. Los alimentos
con menor cantidad de FDN, se desintegran con mayor rapidez debido a la
masticacion o la degradacion ruminal, ocupan menos espacio en el rumen, poseen
una alta tasa de pasaje y liberan espacio para un mayor potencial consumo de
alimento.

Para Oba; Allen (1999), una mayor digestibilidad de la FDN del forraje, aumenta
significativamente el consumo de materia seca (CMS) y la produccion de leche. Un
aumento de una unidad en la digestibilidad FDN in vitro o in situ se asocia con un
aumento de 0,17 kg de CMS y un aumento de 0,25 kg de leche grasa corregida al 4%.

En la determinacion del contenido total de nutrientes digestibles (TND) de forrajes,
estimado por el sistema de prediccion de energia NRC (2001). Se recomienda estimar
la digestibilidad verdadera de la FDN, en una incubacion in vitro por 48 horas.

Hoffman et al. (2003) compararon las digestibilidades de la FDN de distintos
forrajes incubados in vitro por 30 y 48 horas. Utilizaron la DFDN para calcular los TND

segun el NRC (2001) y observaron solo una variacion de 1 a 3 unidades en los TND
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de 30 y 48 horas. Ademas, plantean que la incubacion in vitro a menores tiempos de
16 0 24 horas, para determinar la digestibilidad de FDN, limita su aplicacion ya que
poseen un error de laboratorio mas grande que las incubaciones in vitro de 30 o 48
horas.

La energia digestible de los alimentos depende del porcentaje de TND, pero se
debe asumir que las caracteristicas en la forma de alimentacién limitan la
disponibilidad de energia de los alimentos.

Segun Mertens (1987) se puede explicar la depresién en la digestibilidad de la FDN
gque se produce, cuando la tasa de pasaje se incrementa, debido a mayores niveles de
consumo de alimento.

Para Mertens (2010), la ecuacién de suma de Van Soest (Goering, Van Soest;
1970) describe la relacibn matematica de la DMS, la digestibilidad de la FDN (DFDN) y
la digestibilidad de su contrario los solubles en detergente neutro (SDN) (SDN = 100 -
FDN). La ecuacion es DMS = FDN x DFDN + 0,98 x SDN -12,9, que se puede
reorganizar para demostrar DMS = 87,1 — (0,98 — DFDN) x FDN.

Debido a que DFDN es menor que 0,98, esta ecuacion indica una relacion negativa
entre la DMS y la FDN, y también sugiere que si se conoce la concentracion FDN y su
digestibilidad, se describe mejor la variacion que mas afecta la DMS. Lo que se
relaciona con la energia del alimento que esta disponible para el animal.

En algunas de las raciones mixtas, los SDN pueden tener una digestibilidad inferior
a 0,98 principalmente donde la mayoria de los SDN es el almidon. Este problema, que
se puede explicar por el ajuste hacia abajo del 0,98 dependiendo de la proporcién y la
digestibilidad del almidon de los SDN. Sin embargo, esto no niega la importancia
primordial de la FDN en la DMS.

Por ejemplo: en una digestion in vitro a 48 h de una RCM, con una composicién
quimica del 39 % de FDN, se asume que la DFDN es del 50 % entonces resulta que la
Kd es de 1,04 % h™. Si se utiliza la ecuacion, la DMS seria del 66,4 % con una
concentracién energética de 2,39 EM Mcal KgMS™.

En cambio, si se acorta el tiempo de la digestién in vitro a 24 h para mantener
constante la DMS (66,4 %) y la DFDN (50 %), la tasa de digestién de la FDN deberia
aumentar a 2,08 % h™. Ahora bien, si la Kd de la FDN se mantiene constante (1,04 %
h™) al acortar el tiempo a 24 h, la DFDN disminuye al 25 % y la DMS es del 56,6 % con
una concentracion energética de 2,04 EM Mcal KgMS™. Finalmente, es evidente que la

DFDN afecta a la DMS y esta a la concentracion energética de la dieta.
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Resumiendo, los productores lecheros en Argentina, emplean las RCM en los
sistemas productivos debido a varios factores entre ellos se destacan, el aumento de
carga por hectérea, la disponibilidad de pastura a lo largo del afio, el tamafio del
rodeo, encierres temporarios o permanentes de alimentacion, factores climaticos en
especial la sequia.

Unos de los principales ingredientes de las RCM es el ensilaje de planta entera de
maiz. Este presenta algunas limitaciones en su ciclo productivo, la cosecha es estival,
depende del clima para su cosecha, el rendimiento por hectarea determina el costo de
la materia seca, etc.

El principal componente quimico del ensilaje de maiz en la materia seca es la FDN,
si bien, su porcentaje es muy estable en la composicion de la materia seca, su
digestibilidad determina la variaciéon en la digestibilidad in vivo de la materia seca.
Debido a numerosos factores como la calidad de la FDN per se, el ambiente ruminal,
la tasa de digestion y de pasaje del rumen. Esta variacion en la digestibilidad in vivo,
condiciona la respuesta productiva de la vaca lechera.

Los subproductos agroindustriales en Argentina, son cada vez mas accesibles para
los productores lecheros. Estos estan disponibles en distintas regiones del pais. Se
utilizan principalmente como ingredientes en RCM para vacas lecheras.

La composicion quimica de los subproductos agroindustriales es bastante variable,
en especial los porcentajes de materia seca, de proteina y de la FDN. El componente
gue mas determina la digestibilidad in vivo de la materia seca es la FDN, al igual que
el ensilaje de maiz se afecta por los mismos factores del proceso digestivo. La FDN de
los subproductos agroindustriales posee un origen y una composicion estructural
diferente a la de la planta de maiz.

Los carbohidratos estructurales son la principal fuente de energia en los rumiantes.
El sitio, la extension y la cinética de digestion pueden afectar la cantidad y el perfil de
nutrientes que son transportados a los tejidos centrales y periféricos, condicionando la
respuesta animal y la eficiencia de produccion.

Se requiere un andlisis mas integrado de la digestion de los carbohidratos, la
produccién de productos finales, y de las repuestas metabdlicas y hormonales de la

alimentacion con RCM en vacas lecheras.
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1.1. Hipotesis general.

En formulaciones de raciones completamente mezcladas iso energéticas, iso
proteicas y de igual contenido de FDN. Una racion con subproductos agroindustriales
aumenta la produccién de leche en vacas lecheras, en comparacion a una racion a
base de ensilaje de planta entera de maiz, debido a la mayor degradacién de la FDN

de los subproductos.

1.2. Objetivo general.

Comparar raciones completamente mezcladas una a base de subproductos
agroindustriales y otra a base de ensilaje de planta entera de maiz con iguales
contenidos de fibra en detergente neutro, en términos de produccion de leche y

parametros asociados a la digestion ruminal.

1.3. Objetivos especificos.

I.  Evaluacion de racion con subproductos en vacas lecheras.

e Conocer las respuestas productivas de vacas lecheras alimentadas con
RCM.

« Comparar el consumo de materia seca, energia metabolizable y el balance
energético de las vacas lecheras que consumieron las RCM.

e Conocer el efecto de las RCM sobre el perfil metabdlico y hormonal de

vacas lecheras.

[I. Evaluacion de racién con subproductos sobre el ambiente ruminal de vacas

lecheras fistuladas.

* Establecer el efecto de las RCM sobre el ambiente ruminal de las vacas
lecheras fistuladas.

» Determinar la cinética de degradacion de la FDN de raicilla de cebada y
ensilaje de planta entera de maiz, en vacas lecheras fistuladas que
consumen RCM.

e Cuantificar la tasa de pasaje de FDN, marcada con cromo, por el tracto

gastrointestinal en vacas lecheras fistuladas que consumen RCM.
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[ll. Evaluacion de racion con subproductos en fermentadores de doble flujo

continuo.

» Comparar la digestibilidad aparente de los distintos componentes quimicos
de las RCM en fermentadores de doble flujo continuo.
e Describir el ambiente ruminal generado por las RCM en fermentadores de

doble flujo continuo.
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2. EVALUACION DE RACIONES EN VACAS LECHERAS.

2.1. Materiales y métodos.

2.1.1. Lugar y fecha.

El trabajo se llevd a cabo en el tambo experimental (37°45°S, 58°18°0) de la unidad
integrada Balcarce (Estacion Experimental Agropecuaria Balcarce, INTA —Facultad de
Ciencias Agrarias, UNMdP), provincia de Buenos Aires desde 12 de febrero al 19
marzo de 2010.

2.1.2. Tratamientos.

Los tratamientos consistieron en dos raciones completamente mezcladas (RCM),
denominadas como RCM subproductos (RCM sub) y RCM ensilaje (RCM ens). Para la
formulacion de las RCM, se utilizaron los requerimientos metabdlicos aportados por el
programa Racién (INTA). La racién se formulo para vacas de 600 kg de peso vivo, 180
dias de lactancia, produccion de 25 litros y composicion de leche 3,4 % de grasa. Se
determin6 que cada RCM deberia aportar por vaca 55,5 Mcal EM dia™*, 8,28 kg de
FDN dia?, 3,42 kg de proteina dia® o una concentracién energética 2,6 Mcal EM
KgMS *, proteina 16 % KgMS *,37 % de FDN. La formulacién de cada RCM vy los

datos utilizados sobre calidad de alimentos se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Raciones completamente mezcladas y la participacion de cada alimento
expresado en materia seca y las composiciones quimicas de tabla empleadas para
formular las raciones completamente mezcladas.

Tratamiento  Participaciéon Componentes MS® DIVMS® EM® FDN® PB°T NY  PDR"
en cada RCM,
02
5 Pulpa de citrus 11,00 82,00 3,02 2420 7,00 1,12 60,00
14 Malta himeda 31,00 66,30 2,39 52,00 26,50 4,24 60,00
30 Raicilla de cebada 94,00 66,40 2,40 47,00 19,80 3,17 30,00
RCM Sub' 22 Germen de maiz 90,00 85,00 3,20 7,00 14,00 2,24 50,00
13 Grano de cebada 88,70 87,50 3,16 15,00 10,00 1,60 50,00
15,6 Rollo de avena 88,40 5380 1,94 72,30 9,70 1,55 45,00
0,4 Urea 99,99 44,00 99,00
31 Ensilaje de maiz 40,00 6850 2,47 4570 6,20 0,99 75,00
16 Raicilla de cebada 93,00 66,40 2,40 47,00 19,80 3,17 30,00
14 Lechera 16 92,00 75,80 2,73 24,30 19,30 3,09 70,00
RCM Ens 20 Grano de cebada 92,00 87,50 3,16 15,00 10,00 1,60 50,00
12 Pellet de girasol 90,50 70,00 2,52 40,00 32,00 5,12 75,00
6,2 Rollo de avena 88,40 5380 1,94 72,30 9,70 1,55 45,00
0,8 Urea 99,99 44,00 99,00

a, Expresado en materia seca. b, Materia seca. c, Digestibilidad in vitro de la materia seca. d,
Energia metabolizable Mcal/KgMS = 4,4 x 0,82 x DIVMS. e, Fibra en detergente neutro. f,
Proteina bruta. g, Nitrdgeno. h, Proteina degradable en rumen. i, Racién completamente
mezclada subproductos. j, Racién completamente mezclada ensilaje.

2.1.3. Animales y disefio experimental.

Se utilizaron veintiséis vacas Holando Argentino, multiparas de paricion de primavera
de 179 % 29 dias lactancia con un peso promedio vivo de 600 + 43 kg. Estas tuvieron
el mismo control sanitario que el resto del rodeo. Las vacas fueron agrupadas segun el
nivel de produccién al inicio del periodo de acostumbramiento y asignadas al azar a
cada tratamiento (13 vacas por tratamiento). Previo al periodo experimental las vacas
se acostumbraron a las dietas por dos semanas, seguidas de tres semanas de periodo
experimental.

Se utilizé un disefio completamente al azar con medidas repetidas en el tiempo.
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2.1.4. Analisis quimicos de las raciones completame  nte mezcladas.

Las dietas fueron analizadas en el Laboratorio de Nutricion de EEA Balcarce (INTA,
Balcarce, Argentina). Para determinar la composicion quimica de las RCM formuladas
cada componente se almacend a -24 °C. Posteriormente los componentes se secaron
en estufa con circulacién forzada de aire (60 °C durante 48 horas), los componentes
con mayor cantidad de agua (hez de malta, pulpa de citrus y ensilaje de planta entera
de maiz) se liofilizaron (Liofilizador L-A-B4, RIFICOR, Cuidad Auténoma de Buenos
Aires, Argentina.). Las RCM tanto subproductos como ensilaje se elaboraron en base
seca. Los alimentos fueron molidos con tamiz de 2 mm y mezclados después de
molidos.

Los componentes de las RCM de origen agroindustrial, fueron provistos por
Compainiia de Alimentos (COMPAL, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina), el
ensilaje de planta entera de maiz fue confeccionado en el afio 2009 en el tambo
experimental, el alimento balanceado de 16 % de PB de origen comercial (Ceres
Tolva, Tandil, Buenos Aires Argentina. Insumos: Maiz 35 %; Cebada 14 %; Expeller
soja 4 %; Pellet girasol 18 %; Afrechillo trigo 25,125 %; Conchilla 2 %; Oxido de Mg
0,15 %; Sal 1,5 %; Rumensin 0,025 %; Melaza 0,1 %; Nucleo vit-min. 0,1 %).

Se realizaron las siguientes determinaciones.

Materia seca (MS) por secado en estufa con circulacion de aire forzado (60 °C
durante 48 horas).

Materia organica (MO), por calcinacion en mufla a 550 °C durante 3 horas.

Proteina bruta (PB) por combustidon de la muestra en oxigeno ultra puro utilizando
un analizador LECO FP 528 (LECO Corp., Saint Joseph, Missouri), segun Horneck;
Miller (1998).

Fibra en detergente neutro (FDN) con equipo ANKOM 200 (ANKOM Corp.,
Macedon, New York), segun Komarek et al. (1994).

Fibra en detergente acido (FDA) con equipo ANKOM 200 (ANKOM Corp., Macedon,
New York), segun Komarek et al. (1993).

Digestibilidad “in vitro” de la MS (DIVMS), utilizando un incubador DAISY Il
(ANKOM Corp., Macedon, New York), segun Van Soest (1994 a).

Almidén (ALM) por método enzimatico segun Mc Rae; Armstrong (1968).
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2.1.5. Alimentacion y consumo de materia secadela s vacas.

Las vacas fueron alojadas individualmente en corrales experimentales. Las RCM se
suministraron a la 8 h de la mafana posterior al ordefie. Los fines de semana la
alimentacion se realizé en dos corrales en forma grupal, uno por tratamiento. Las
vacas se ordefiaron dos veces por dia (mafiana 6 h y tarde 16 h), finalizado éste, cada
vaca se encerro en sus respectivos corrales.

Para la oferta de las RCM se estimé el consumo potencial en base a los resultados
del programa Racion (INTA), estos se aumentaron un tercio para que las vacas
consuman sin restricciones, 23,53 KgMS dia® a 30,57 KgMS dia™. El consumo de
materia seca de cada vaca fue obtenido de la diferencia entre el suministro y rechazo
diarios en términos de materia seca. Esto se realizé cuatro dias por semana para el
periodo experimental.

Por lo tanto:

Consumo de RCM de las vacas (KgMS dia™’)= RCM ofrecida (KgMS dia™) - RCM
rechazada (KgMS dia™)

2.1.6. Produccion y composicion de leche de lasvac  as.

La produccién de leche se registré 5 dias a la semana de lunes a viernes. Los
andlisis de composicion de leche se hicieron dos dias a la semana, sobre muestras
diarias ponderadas por la produccién en cada ordefie. En cada muestra se determiné
el contenido de lactosa y proteina a través de un autoanalizador por
espectrofotometria (Milko Scan, Foss Electric, Hillerod, Denmark). Para los valores de
grasa el Milko Scan produjo errores erraticos por lo que no se presentan resultados. El
promedio semanal de composicion de la leche de cada vaca, se consider6 como el

valor de composicion de leche para los cinco dias de cada semana.

2.1.7. Estimacion del peso vivo, balance energético  y proteico de las vacas.

El peso vivo fue registrado al comienzo y al final del periodo experimental con el
método de doble pesado con bascula electronica. Para determinar la variacion diaria
de peso vivo por tratamiento, se calculé la diferencia del peso promedio final menos el
peso promedio inicial divido por el nimero de dias transcurridos (21 dias). Las
formulas empleadas en la estimacién del balance energético y proteico se observan en

el apéndice I.
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2.1.8. Metabolitos y hormonas plasmaticas de lasva  cas.

Al comienzo y final del periodo experimental, se tomaron muestras de sangre
(puncion de la vena yugular) en tubos conteniendo EDTA (0,342 mol I, pH 7,2,
Laboratorio Wiener, Rosario, Argentina). La sangre fue centrifugada (3000 x g por 15
min a 4 °C) y el plasma se conservé a -24 °C hasta los analisis de metabolitos
plasmaticos del inicio y final del periodo experimental: glucosa (Laboratorio Wiener,
Rosario, Argentina), nitrégeno ureico (NU) (Laboratorio Wiener, Rosario, Argentina) y
acidos grasos no esterificados (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, United Kingdom).
Ademas, se determin6 en el sangrado final del periodo experimental, las
concentraciones hormonales de insulina, somatotrofina (b-GH) y somatomedinas (IGF-
1) por radioinmuno analisis por el Instituto de Medicina y Biologia Experimental
(CONICET, Cuidad Autbnoma de Buenos Aires, Argentina).
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2.1.9. Analisis estadistico.

El consumo diario de materia seca, el consumo de energia metabolizable,
conversion del alimento en leche, la produccion y la composicion de la leche de las
vacas lecheras y los metabolitos sanguineos (AGNE, urea, glucosa) se analizaron
como medidas repetidas en el tiempo, utilizando el PROC MIXED de SAS, segun el

siguiente modelo propuesto por Kaps; Lamberson (2004):

Yik =M+ Ti+ Aj +Sc + (T X S)i + €i

Donde: Yijk = variable dependiente ijk, y = media general, T; = efecto de tratamiento
I, Aj =el efecto aleatorio del animal j dentro del tratamiento i, Sy = efecto de la semana
k, T x Si = efecto interaccion tratamiento i y semana Kk, = error residual asociado a la
ijk observacion.

El término del error fue evaluado con varias matrices de varianzas y covarianzas,
seleccionando la matriz que presentara menor criterio de informacion bayesiano (BIC)
en cada variable (SAS, 2009).

La variacibn de peso vivo y las concentraciones de hormonas plasmaticas
(somatotropina, somatomedina, insulina) de las vacas lecheras, se analizaron

utilizando el programa PROC GLM de SAS, segun el siguiente modelo:

Yizsp+Tite

Donde: Y; = variable dependiente, y = media general, T; = efecto tratamiento,g; =
error residual asociado a la i observacion.

Las diferencias fueron consideradas significativas con un P < 0,05. Todos los
resultados estan expresados como medias de cuadrados minimos, se ajustaron por
comparaciones multiples Tukey-Kramer y se expresoé el error estdndar de la media
(EEM).
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2.2. Resultados.

2.2.1. Composicion quimica de las raciones completa  mente mezcladas.

La composicion quimica de las RCM utilizadas se presenta en la Tabla 2. La
concentracion energética obtenida fue 8 % menor y la proteina bruta y FDN fueron un

6% mayor a los requerimientos estimados al comienzo del ensayo.

Tabla 2. Caracteristicas (promedio + desvio estandar) de las raciones completamente
mezcladas ofrecidas a las vacas lecheras.

Tratamientos

RCM sub? RCM ens®
% MS® 55,55 + 7,01 65,26 + 8,12
% DIVMS® 66,14 + 0,50 67,33 £0,81
% MO® 93,70 + 1,57 92,50 + 0,36
% PB' 17,05 + 0,55 16,52 + 1,05
% FDN? 39,17 £ 0,45 39,97 +1,43
% FDA" 15,33 + 0,06 17,97 0,87
% ALM 24,63 + 3,23 26,37 + 2,50
% CSA 15,23 £ 1,42 14,53 + 1,56
% EE' 3,37 +0,21 1,70 +0,20
EM Mcal KgMS™* 2,38 + 0,02 2,43 +0,03

a, Racién completamente mezclada subproductos. b,
completamente

ensilaje.

Materia seca.

Racion
dl

Digestibilidad “in vitro” de la materia seca. e, Materia organica. f,
Proteina bruta. g, Fibra en detergente neutro h, Fibra en
detergente acido. i, Almidén. h, Carbohidratos solubles en agua. |,
Extracto etéreo. k, Energia metabolizable = 4,4 Mcal KgMS‘l X
0,82 x DIVMS.
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2.2.2. Variaciébn del peso vivo de las vacas, consum o0 de materia seca,
produccion y composicion de leche.

En la Tabla 3, se presentan los resultados productivos de los tratamientos RCM sub
y RCM ens.

Tabla 3. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre el consumo de materia seca
y energia metabolizable, conversion, la variaciébn de peso vivo diario, la produccion y
composicion de leche en vacas lecheras.

Tratamientos Valor P
RCM RCM
A , EEM® T¢ s® TxS
sub® ens
Consumo de materia seca*, kg Ms dia® 24,82 24,15 0,13 0,07 0,93 0,03

Consumo de energia metabolizable*, Mcal dia® 59,82 60,63 0,32 0,37 0,93 0,03

Conversiéon*, kg Ms : | leche 1,05 1,04 0,01 0,84 0,19 0,39
Produccion de leche*, | dia™ 25,95 24,88 0,25 0,56 0,05 0,01
Lactosa de la leche*, gr cada 100 gr 466 4,67 0,01 0,84 0,99 0,99
Proteina de la leche*, gr cada 100 gr 351 355 0,01 0,71 0,91 0,99
Variacion peso vivo diario**, kg -0,05 -0,62 0,24 0,11

Nivel de significancia 5 %. *PROC MIXED, *PROC GLM. Valores expresados como
medias de cuadrados minimos. a, Racién completamente mezclada subproductos. b,
Racién completamente mezclada ensilaje. ¢, Error estandar de la media. d,
Tratamientos. e, Semanas. f, Interaccion tratamientos x semanas.

Para el consumo de materia seca, consumo de energia metabolizable y la
produccién de leche el efecto interaccién fue significativa. Los resultados de la

interaccion tratamiento por semana se presentan en la Tabla 4.



24

Tabla 4. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre la interaccion tratamientos
por semanas, del consumo de materia seca, la energia metabolizable y la produccion
de leche en vacas lecheras.

Tratamientos Valor P
R o
Consumo de materia seca*, kg Ms dia*
Semana 1 25,03 24,06 0,22 0,06
Semana 2 25,08 23,79 0,22 0,01
Semana 3 24,34 24,60 0,22 0,60
Consumo de energia metabolizable*, Mcal dia*
Semana 1 60,34 60,39 0,54 0,96
Semana 2 60,45 59,73 0,54 0,56
Semana 3 58,67 61,76 0,57 0,01
Produccién de leche*, | dia™
Semana 1 25,55 25,06 0,42 0,79
Semana 2 26,95 24,74 0,45 0,23
Semana 3 25,36 24,85 0,47 0,78

Nivel de significancia 5 %. *PROC MIXED. Valores expresados como medias de
cuadrados minimos. a, Racién completamente mezclada subproductos. b, Racion
completamente mezclada ensilaje. ¢, Error estandar de la media. d, Interaccién
tratamientos x semanas.

La totalidad de las variables analizadas no presentaron diferencias para el efecto
principal tratamiento. Sin embargo, las tres variables presentaron diferencia (p < 0,05)
para el efecto interaccion tratamiento por semana. El consumo de materia seca fue
superior (p 0,01) para RCM sub en la semana 2, y el consumo de energia
metabolizable fue superior para RCM ens en la semana 3 (p 0,01) y la produccion de

leche no presenté diferencias entre los tratamientos dentro de las semanas.
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2.2.4. Comparacién del consumo de materia seca con el NRC (2001) y el balance
energético y proteico de las vacas alimentadas con raciones completamente
mezcladas.

En la tabla 5, se presenta la comparacion del consumo estimado por el Nutrient

Requirements of Dairy Cattle, NRC (2001) y el observado en las vacas.

Tabla 5. Comparacion del consumo de materia seca de las vacas para los tratamientos
RCM sub y RCM ens y los estimados segun el Nutrient Requirements of Dairy Cattle,
NRC 2001.

Ensayo | NRC 2001

RCMsub® RCMens® RCMsub RCM ens

Peso vivo promedio de las vacas, 572.81 598,72 572.81 598,72

Kg

Produccion de leche, | dia™ 25,96 24,88 25,96 24,88
Leche grasa corregida 4 %2, | dia™ 23,62 22,64 23,62 22,64
Consumo de MS, KgMS dia™ 24,82 24,15 20,10 20,12

a, Para estimar la leche grasa corregida se consider6 un 3,4 % de grasa en la leche de
las vacas. b, Racion completamente mezclada subproductos. c, Racion

completamente mezclada ensilaje.

El consumo de materia seca observado fue en promedio un 22 % mayor al
estimado por medio de la ecuacion propuesta por el NRC (2001) para el consumo de
materia seca.

En la Tabla 6, se presentan los resultados del balance energético de las vacas
lecheras, utilizando los promedios obtenidos del ensayo de las vacas lecheras, del

peso vivo, consumo de materia seca, produccién de leche y cambio de peso vivo.
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Tabla 6. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre el balance energético de las

vacas estimado segun Nutrient Requirements of Dairy Cattle, NRC (2001).

Tratamientos

RCMsub® RCMens®
Peso vivo promedio de las vacas, Kg 572,81 598,72
Produccién de leche, | dia™ 25,96 24,88
Total nutrientes digestible, % MS* 66,14 67,33
Energia Digestible, Mcal KgMS™ 2,83 2,93
Energia Metabolizable, Mcal KgMS™ 2,41 2,51
ENI, Mcal KgMS™ 1,66 1,57
Aportes dieta ENI, Mcal dia™ 41,27 37,95
Requerimientos totales ENI, Mcal dia™*’ 32,92 32,46
Balance de Energia Neta lactancia, Mcal dia™ 8,59 8,41
Exceso de energia (%) 21% 22%

a, Racién completamente mezclada subproductos. b, Racion completamente
mezclada ensilaje. *Valores estimados segun Nutrient Requirements of Dairy

Cattle, NRC (2001).

El balance energético es positivo para ambas RCM, el exceso de energia para los

dos tratamientos promedio el 21,5 %. Sin embargo, este exceso de energia no se

reflejo en la disminucién de la pérdida de peso y en un aumento de produccion de

leche.

En la tabla 7, se presenta el balance proteico de las vacas que consumieron las

RCM sub y RCM ens.
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Tabla 7. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre el balance proteico de las
vacas estimado segun Nutrient Requirements of Dairy Cattle, NRC (2001).

Tratamientos

RCM sub? RCM ens”

Peso vivo promedio de las vacas, Kg 572,81 598,72
Produccién de leche, | dia™ 25,96 24,88

Consumo de MS, KgMS dia™ 24,82 24,15

Alimento Proteina Bruta, % MS 17,1 16,5

Aporte dietario PB, g dia® 4244,22 3984,75
Proteina metabolizable suministrada, g dia ™" 3216,45 2585,99
Proteina metabolizable requerida, g dia ™" 241252 2187,97
Balance proteina metabolizable, g dia™ 803,93 398,02
PDR suministrada, g dia™ 2047,10 2562,07
PDR requerida, g dia™ 2466,16 2451,93
Balance PDR, g dia™ -419,06 110,14
PNDR suministrada, g dia™ 2197,12 1422,68
PNDR requerida, g dia™ 1192,21 925,16
Balance de PNDR, g dia™ 1004,91 497,52

a, Racion completamente mezclada subproductos. b, Racién completamente
mezclada ensilaje. *, Valores estimados segun Nutrient Requirements of Dairy Cattle,
NRC (2001).

El balance proteico de las vacas que recibieron las RCM sub y RCM ens, fue
positivo. EI consumo de proteina metabolizable para ambas RCM fue positivo. En
cambio el balance de PDR para RCM sub fue negativa y no asi para RCM ens. El

balance de las PNDR fue positivo para las dos RCM.



28

2.2.5. Hormonas y metabolitos sanguineos de las vac  as.

En la Tabla 8, se presentan los resultados para las concentraciones sanguineas de

hormonas y metabolitos de las vacas lecheras.

Tabla 8. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre las concentraciones
plasméticas de hormonas y metabolitos de las vacas lecheras.

Tratamientos Valor P

RCMsub® RCMens® EEM®  T¢ pe TxP'
Hormonas
b-GH %, ng ml™ 3,21 4,27 0,91 0,46
IGF-1", ng ml* 252,5 227,0 23,98 0,44
Insulina*, ng ml™* 0,36 0,42 0,068 0,53
Metabolitos
AGNE ** meq I 220 193,2 751 0,22 0,92 0,24
BUN ** mg dl * 8,47 7,36 026 004 0,75 0,64
Glucosa**, mgdl* 86,89 87,61 2,17 0,89 0,08 0,06

Nivel de significancia del 5%. *Proc glm, *Proc mixed. Valores expresados como
medias de cuadrados minimos. a, Racién completamente mezclada subproductos.
b, Racion completamente mezclada ensilaje. ¢, Error estandar de la media. d,
Tratamiento. e, Periodo. f, Tratamiento por periodo. g, Somatotropina. h,
Somatomedina. i, Acidos grasos no esterificado. j, Nitrégeno ureico en sangre.

Los valores de las hormonas al final del ensayo no presentaron diferencias entre
tratamientos. Los promedios de Aacidos grasos no esterificados en los niveles
observados no presentaron diferencias, igual a lo observado con la pérdida de peso.
Sin embargo, la magnitud de pérdida de peso en términos relativos fue mayor para
RCM ens, sin evidenciarse una mayor movilizacién de AGNE. El nitrégeno ureico en
sangre presentd diferencias entre tratamientos siendo superior para RCM sub. Los
valores de glucosa observados son normales para este tipo de dieta y no presentaron
diferencias entre tratamientos. Se observd una tendencia a que la interaccion
tratamiento por periodo sea significativa, siendo los niveles para RCM sub (semana 1,
78,38 mg dl *; semana 3, 95,39 mg dl ') y RCM ens (semana 1, 87,77 mg dl
semana 3, 87,44 mg dl ™).
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3. EVALUACION DE RACIONES EN VACAS LECHERAS FISTULA DAS.

3.1. Materiales y métodos.

3.1.1. Lugar y fecha.

El trabajo se llevé a cabo en el tambo experimental (37°45°S, 58°18°0) de la unidad
integrada Balcarce (Estacion Experimental Agropecuaria Balcarce, INTA—Facultad de
Ciencias Agrarias, UNMdP), provincia de Buenos Aires desde el 12 de febrero al 6 de
abril del 2010.

3.1.2. Tratamientos.

Para el ambiente ruminal de las vacas fistuladas, los tratamientos fueron las dietas
con que se alimentaron las vacas lecheras (RCM sub y RCM ens).

Para la cinética de digestion de la FDN, los tratamientos se definieron como el
alimento que mas fibra en detergente neutro aportara dentro de cada RCM. En la RCM
sub fue raicilla de cebada y en la RCM ens fue ensilaje de planta entera de maiz.

Estos fueron secados y molidos hasta pasar por malla de 2 mm.

3.1.3. Animales y disefio experimental.

Para ambiente ruminal se utilizaron 4 vacas multiparas, provistas de canula ruminal,
con un peso de 575 + 67 kg. Estas recibieron el mismo control sanitario que el resto
del rodeo. Se utilizé un disefio “cross over” 2x2 replicado.

Para la determinacion de la tasa de pasaje de las RCM se utilizé6 un disefio

completamente aleatorio con tres vacas por tratamiento.

3.1.4. Alimentacion.

Las vacas fueron colocadas en corrales individuales y se les administré las mismas
RCM que a las vacas lecheras de ensayo I. El manejo de horarios de suministro de

alimento y ordefie fue similar a dicho ensayo.
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3.1.5. Periodo experimental.

Para el ambiente ruminal las vacas se acostumbraron por 15 dias a las RCM,
seguido de dos periodos de ensayos. El primer periodo de mediciones fue de 5 dias.
Terminado éste se realizé un intercambio del 95 % contenido ruminal, para permitir un
acostumbramiento mas rpido de la flora ruminal e intestinal a las RCM (Satter;
Bringe, 1969; Weimer et al., 2010). En el segundo periodo, el acostumbramiento durd
ocho dias y luego se realizaron 5 dias de mediciones. Posterior a este se realizé la
medicion de la tasa de pasaje de las RCM, con 15 dias de acostumbramiento de las

vacas a las RCM, mas 5 dias de mediciones.

3.1.6. Evaluacion y registro de cinética de degrada  cion, ambiente ruminal y tasa

de pasaje de las RCM.

3.1.6.1. Cinética de degradacién de la fibra en det  ergente neutro.

En el 1° dia de los periodos de mediciones se incubaron las bolsas de dacrén
(10x30 cm porosidad + 56 p) en el rumen para el estudio de la tasa y extension de la
degradacion de la fibra en detergente neutro de raicilla de cebada (RCM sub) y
ensilaje de planta entera de maiz (RCM ens) y en las vacas que recibian la RCM sub
se coloco raicilla de cebada en las bolsitas de dacrén y en la RCM ens el ensilaje de
planta entera de maiz.

La raicilla de cebada y ensilaje de planta entera de maiz se sec6 en estufa con
circulacion forzada de aire (60 °C durante 48 horas), molidas a 2 mm y se determing el
contenido de FDN (Komarek et al., 1994). Se coloc6 5 g de Ms en cada bolsa de
dacrén previamente tarada, se las incub6 en el saco ventral del rumen por duplicado
durante 0, 3, 6, 9, 15, 24, 36, 48, 72 y 102 h, a partir de las 5:00 h del 1° dia del
periodo de mediciones, las bolsas fueron colocadas todas juntas en una bolsa tipo
cebollera de 35 x 45 cm, asegurando de esta manera la misma ubicacion de todas las
bolsas dentro del rumen, las bolsas se retiraban en los horarios establecidos.

Luego de cada extraccion, las bolsas se colocaron en un balde con agua fria,
posteriormente se congelaron a -24°C hasta el final del periodo. Posteriormente, se
descongelaron y lavaron exteriormente bajo corriente de agua fria a fin de arrastrar el
material soluble y el contaminante, hasta obtener un liquido incoloro (Mehrez; Orskov,

1977). Las bolsas de la hora 0 se incubaron durante 15 minutos en agua a 39 °C,
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posteriormente se manejaron como el resto de las bolsas. Luego todas las bolsas se
secaron en estufa con circulacion forzada de aire (60°C durante 48 h) hasta peso
constante, a continuacion se pesaron para determinar el contenido de MS del residuo.
Dicho contenido residual se extrajo de las bolsas de dacron y se realiz6 un pool de los
duplicados dentro de cada periodo, tratamiento, vaca y horario, para determinar el
contenido de FDN segun Komarek et al. (1994).

La cinética de desaparicion ruminal de la FDN de la raicilla de cebada y del ensilaje
de planta entera de maiz, se estimé mediante el modelo de McDonald (1981)

utilizando método Marquadt para modelos no lineales de PROC NLIN de SAS.
y=a+ b (1_e—[kd*(t—tr)])

Donde: y = degradabilidad (%) en tiempo t, a = fraccién soluble % (FS %), b =
fraccion degradable % (FD %), e = base de logaritmo natural, kd = tasa fraccional de
degradacion (% hora™), t= tiempo de incubacion (h), tiempo de retardo (tr) = horas (h).

La degradacion efectiva de la FDN (DEFDN) fue calculada con la siguiente

ecuacion:
DEFDN= a+ (b kd/ (kd +kp))e ey

Para raicilla de cebada y ensilaje de planta entera de maiz se estimé la DEFDN con
distintas tasas de pasajesa12h=kp8,33%h ™, 24 h=kp 4,16 % h *, 36 h = kp 2,77
%h™' 48h=kp208%h™

3.1.6.2. Ambiente ruminal de las vacas lecheras fis  tuladas.

Para evaluar el ambiente ruminal, se extrajeron 100 ml de licor ruminal del saco
dorsal y ventral del rumen de cada vaca fistulada, cada tres horas, comenzado el
muestreo a la 5:00 h del 1* dia del periodo de mediciones con la siguiente frecuencia
de0, 3,6,9, 12, 15, 18 y 21 h. Sobre estas muestras se registraron los valores de pH
inmediatamente después de extraido el licor ruminal y previo filtrado con tela tipo
queseria, con un pH-metro digital portatil con electrodo combinado Digi-Sense (Cole-
Palmer, Vernon Hills, USA). De 100 ml de licor ruminal filtrado se tomaron dos
alicuotas, una para determinar nitrdgeno amoniacal (N-NH3) donde se pipetearon 4 ml

de licor ruminal y se mezclaron con un acidificante (4 ml de acido clorhidrico 0,2 molar)
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y otra muestra para determinar acidos grasos volatiles (AGV). Se pipetearon 9,9 ml de
licor ruminal y se mezclaron con acidificante (0,1 ml de acido sulfurico), se
almacenaron a -24°C hasta las determinaciones de N-NHzy de los AGV. Las muestras
fueron descongeladas y centrifugadas (8000 x g por 15 minutos a 4°C) y se
determinaron sobre el sobrenadante la concentracion de N-NH; segun lo descripto por
Chaney; Marbach, (1962). Para la determinacion de la concentracion de AGV las
muestras se enviaron congeladas y refrigeradas al laboratorio LASERNU (UBA,
Cuidad Autébnoma de Buenos Aires, Argentina) donde utilizaron para la determinacion
lo descripto por Friggens et al. (1998).

Para calcular el tiempo debajo de pH menor a 6, se realizé una regresion no lineal
con una funcién logistica acumulativa del tiempo en funcion del pH, con los valores de
pH de cada vaca por periodo. Segun lo descripto por Alzahal et al.(2007).La curva
logistica depende de tres parametros que describen 3y la pendiente, R, el limite de

tiempo superior, 3; es el punto de inflexién de la curva.

_ p2
" 1+4+exp[-B0 x (x —B1)]

y

El eje y representa el tiempo acumulado (min dia™) por cada punto de pH en el eje
X. Los valores del eje x representan el pH ruminal. El limite de tiempo superior de la
curva logistica es de 1440 min dia, los valores de pH en el eje x comienzan en 4,5y

terminan en 7,5.

3.1.6.3. Tasa de pasaje de sdlidos.

Se utilizé la técnica de fibra marcada con cromo segun lo descripto por Uden et al.
(1980). Una muestra de ensilaje de planta entera de maiz se traté con un detergente
neutro para obtener fibra pura. El residuo resultante de esta digestion fue tratado con
una solucién de dicromato de sodio a 100 °C durante 24 h, el que posteriormente fue
reducido a sesquiéxido de cromo mediante el agregado de &cido ascorbico por 1 h.
Posteriormente se escurrio y se coloc6 en estufa a 65 °C hasta obtener peso
constante. Cien gramos de la fibra marcada fueron introducidos en el rumen en un sélo
pulso al comenzar el muestreo, a las 5 h. Se utilizaron tres vacas por tratamiento. Las
muestras de materia fecal se tomaron directamente del recto en los horarios 0, 15, 18,
21, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72, 84, 102, 120 h. Las muestras extraidas se congelaron a

-24°C hasta su procesamiento. Después de terminado el muestreo se secaron en
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estufa con circulacion forzada de aire a 65 © C hasta obtener peso constante, una vez
secas y molidas (1 mm) se realiz6 andlisis de cromo por espectrofotometria de
absorcion atomica.

El modelo matemético usado y su significado bioldgico fue el descripto por Grovum;
Williams (1973). La concentracion del marcador fecal presenta dos pendientes una
ascendente y otra descendente, la descendente representa el recambio ruminal y la
ascendente el pasaje post ruminal.

El modelo es de dos compartimientos: uno de mezcla y otro tubular. En términos

matematicos dos exponenciales y un tiempo de retardo.

Y: A e k1 (t-TT) _ A e k2 (t-TT) Sl t> TT

Y=0 sit<TT

Y, A: es la concentracion del marcador en la MS fecal. El significado biologico de A
no esté definido.

K1: es una medida precisa de la velocidad fraccional de pasaje del marcador por el
reticulo rumen (RR). El tiempo promedio de este compartimiento es de 1/k1 = TRR.

K2: su significado cuantitativo es algo incierto. Su significado cualitativo, es que un
buen indicador de la velocidad fraccional del pasaje del marcador a través del ciego y
colon proximal ya que su cinética de primer orden se aplica a la eliminacién del
marcador del desde este sitio. Ademas, en un modelo fisico del tracto digestivo, k2
predice exactamente la velocidad de recambio en el ciego-colon proximal. El tiempo de
retencidn en este compartimiento es 1/k2 = TRC.

TT: el tiempo de transito del marcador a través del omaso, intestino delgado y la
parte distal del intestino grueso. Es el tiempo de que una particula del marcador
demora en aparecer en desde el sitio de introduccién al sitio de muestreo.
Graficamente es el tiempo desde que el marcador se incrementa desde cero.

t: es el tiempo desde que fue suministrado el marcador.

Los compartimientos TRR y TRC son considerados de mezcla, en ellos una vez
suministrado el marcador se difunde en todo el volumen e inmediatamente comienza a
salir, mientras que el compartimiento TT es tubular, en éste el marcador tiene que
migrar, desde un extremo al otro, para recién salir de este sitio.

El tiempo total promedio de retencidon en el tracto gastrointestinal (TTPR) fue

calculado de la siguiente forma:



34

TTPR=TRR+TRC + TT?
% el TT se considero fijo a 9 horas segun los resultados obtenidos.

Para el célculo de los parametros del modelo se utilizé el programa de CINETICA DE
LA DIGESTION EN RUMINANTES-PROGRAMAS DE COMPUTACION (CIDIR-PC)
version 1.0 realizado por Fernandez (1990). Se estimé para cada vaca los pardmetros

y se calculd para cada tratamiento por PROC GLM las medias de cuadrados minimos

de los tratamientos.



35

3.1.7. Analisis estadistico

Los niveles de pH y las concentraciones de AGV y N-NH3 en liquido ruminal de las
vacas fistuladas, se analizaron como medidas repetidas en el tiempo, utilizando el
PROC MIXED de SAS segun el siguiente modelo:

Yi= M + Tt Ojt tit I3 + (T X )it Eija

Donde: Yj,q = variable dependiente, y = media general, 1, = efecto tratamiento, &; =
el efecto aleatorio de la vaca j dentro del tratamiento i, t, = efecto hora k, 3, =efecto
periodo I,(T x t)y= efecto interaccién tratamiento x hora ij, €jq = error residual asociado a
la ijkl observacion.

El término del error fue evaluado con varias matrices de varianzas y covarianzas,

seleccionando la matriz que presentara menor BIC en cada variable (SAS, 2009).

Los minutos debajo de pH de 6 y los pardmetros del modelo de cinética de
degradacion de la fibra en detergente neutro y la degradabilidad efectiva se
compararon, con PROC GLM de SAS, utilizando el siguiente modelo:

Yie = M+ Ti+ At Pt g

Donde:Yj = variable dependiente, y = media general, T; = efecto tratamiento, A=

efecto vaca, P,= efecto periodo, € = error residual asociado a la ijk observacion.

Los pardmetros de tasa de pasaje de cada tratamiento se compararon, con PROC

GLM de SAS, utilizando el siguiente modelo:

Yi = M+ Tit g
Donde:Y; = variable dependiente, gy = media general, T; = efecto tratamiento.

Las diferencias fueron consideradas significativas con un P < 0,05. Todos los
resultados estan expresados como medias de cuadrados minimos, se ajustaron por

comparaciones mdultiples Tukey-Kramer y se informé el error estandar de la media
(EEM).
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3.2. Resultados.

3.2.1. Parametros de ambiente ruminal de las vacas lecheras fistuladas.

En la tabla 9, se muestran los resultados del ambiente ruminal de las vacas que

consumieron RCM sub y RCM ens.

Tabla 9. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre el pH, nitrégeno amoniacal y
concentraciones de acidos grasos volatiles en liquido ruminal de vacas fistuladas.

Tratamientos Valor P

'zlfb'\f Z;:s'\b/l EEM® T P* A" H' T
pH 597 6,20 0,07 0,27 0,03 >0,01 0,99
Minutos < pH 6, min dia™ 910 638 87,85 0,21 0,08 0,73
N-NHs%, mg dI* 33,17 30,49 248 0,65 0,01 0,01 0,63
Total AGV", mmol I 94,25 90,12 3,49 0,46 >0,01 >0,01 0,95
Acético:propiénico 3,36 3,86 0,12 0,21 0,26 0,07 0,89
Acético, mmol I'* 65,68 64,00 2,32 0,77 >0,01 >0,01 0,80
Propiénico, mmol I 19,81 17,43 0,89 0,60 0,05 0,01 0,97
Butirico, mmol I'* 881 868 043 0,86 0,05 0,06 0,65

Nivel de significancia del 5 %. Valores expresados como medias de cuadrados
minimos. a, Racion completamente mezclada subproducto. b, Racion completamente
mezclada ensilaje. b, error estdndar de la media. ¢, Tratamientos. d, Periodos. e, vaca.
f, horas. g, Interaccién tratamiento por hora. h, Nitrégeno amoniacal.

Las variables del ambiente ruminal, no presentaron diferencias entre tratamientos.
El pH, N-NH3 y AGV presentaron diferencias entre los periodos. Siendo el pH (6,34;
5,97), N-NH3 (21,06; 42,51, mg dI'") y el total de AGV (80,55; 103,82, mM I'*) y acético
(52,52; 77,16, mM I'*) para los periodos 1y 2, respectivamente.

Los minutos debajo de pH 6 presentaron una tendencia en el efecto periodo siendo

el primero de 531 min dia™'y el segundo de 1018 min dia™.
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3.2.2. Cinética de digestion de la fibra en deterge  nte neutro de raicilla de cebada

y ensilaje de planta entera de maiz.

En la tabla 10, se muestran los resultados de la cinética de digestion de la FDN de

raicilla de cebada y ensilaje de planta entera de maiz.

Tabla 10. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre la cinética de digestion de
la fibra en detergente neutro de ensilaje de planta entera de maiz y raicilla de cebada
en vacas fistuladas.

Tratamiento Valor P

Parametros Raicilla Ensilaje EEM* TP Ve pe
Fraccion soluble, % 4,59 9,54 1,29 0,02 0,11 0,06
Fraccion degradable, % 66,75 67,88 092 056 0,37 045
Degradacion potencial, % 71,34 77,43 1,43 0,02 0,17 0,38
Tasa de degradacion por hora, % 3,68 1,99 0,03 0,10 0,87 0,71
Tiempo de retardo, h 1,49 8,28 155 004 0,69 0,12
Degradacion efectiva FDN, % h ™

12h=kp°83%h™ 21,63 1538 1,83 0,13 085 0,15
24h=kp4,1%h t 32,19 22,87 2,38 0,11 0,95 0,22
36 h=kp2,7%h* 38,81 2867 252 010 0,9 023
48h=kp2,0%h " 4335 33,16 249 0,10 094 0,23

Nivel de significancia 5 %. Valores expresados como medias de cuadrados minimos.
a, Error estdndar de la media. b, Tratamiento. ¢, Vaca. d, Periodo. e, Tasa de pasaje.

Los parametros de la cinética de degradacién de la FDN que presentaron
diferencias (P < 0,05) fueron la fraccion soluble, la degradacion potencial y el tiempo
de retardo, siendo los porcentajes mayores para FDN de ensilaje de planta entera de
maiz. La fraccion degradable no presenté diferencias (P > 0,05). La tasa de
degradacion por hora y la degradacién efectiva de la FDN en las horas 36 y 48
presento tendencia (P = 0,10) a ser mayor para raicilla de cebada.

En la figura 1, se muestra la degradabilidad efectiva de la FDN de raicilla de cebada

y ensilaje de planta entera de maiz con distintas tasas de pasajes.
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Figura 1. Degradacion efectiva de la FDN de raicilla de cebada y ensilaje de planta
entera de maiz a diferentes tasas de pasajes del rumen.

3.2.3. Tasa de pasaje de soélidos de las raciones co mpletamente mezcladas en el

tracto gastrointestinal.

Los resultados de la tasa de pasaje de sélidos se muestran en la tabla 11, para los
tiempos de retenciébn en el compartimiento de mezclado, tubular y total de los

tratamientos RCM sub y RCM ens.

Tabla 11. Efectos de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre el tiempo de retencién en
los distintos compartimientos del tracto digestivo de vacas fistuladas.

Tratamiento

RCM sub? RCM ens® EEM® Valor P
TRRY h 39,65 36,43 7,53 0,77
TRC® h 16,42 16,51 1,63 0,95
1T, h 9 9
TTPRY h 65,05 61,95 8,47 0,87

Nivel de significancia 5 %. Valores expresados como medias de cuadrados minimos.
a, Racion completamente mezclada subproductos. b, Racion completamente mezclada
ensilaje. ¢, Error estdndar de la media. d, Tiempo de retencién del rumen. e, Tiempo
de recambio del ciego y colon. f, Tiempo de transito de omaso, intestino delgado y la
parte distal del intestino grueso. g, Tiempo total promedio de retencion.

Los tiempos de retencidon en rumen, el tiempo de recambio del ciego y colon, el

tiempo total promedio de retencidén no presentaron diferencias entre tratamientos.
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4. EVALUACION DE RACIONES EN FERMENTADORES DE DOBLE FLUJO
CONTINUO.

4.1. Materiales y métodos.

4.1.1. Lugar y fecha.

El trabajo, se llevd a cabo en el Laboratorio de Fermentadores del departamento de
Produccion Animal de la Unidad Integrada Balcarce (Estacion Experimental
Agropecuaria Balcarce, INTA—Facultad de Ciencias Agrarias, UNMdP), provincia de

Buenos Aires, desde el 6 al 28 setiembre de 2010.

4.1.2. Tratamientos y disefio experimental.

Se utilizaron dos tratamientos, RCM subproductos y RCM ensilaje, de las vacas
lecheras.

Los alimentos fueron los mismos que se utilizaron en el experimento de las vacas
lecheras. Las muestras de cada alimento fueron tomadas y congeladas durante el
ensayo de las vacas. Posteriormente se secaron en estufa con circulacion de aire
forzado (60 °C durante 48 horas) y se liofilizaron los alimentos con mayor cantidad de
agua (hez de malta, pulpa de citrus y ensilaje de planta entera de maiz). Las RCM
tanto subproductos como ensilaje se elaboraron en base seca. Los alimentos fueron
molidos con tamiz de 2 mm y mezclados en hormigonera profesional durante 20
minutos.

El patrén de alimentacion de los fermentadores fue el siguiente: se administraron
diariamente 90 g de MS por cada fermentador, divididos en dos alicuotas de 45 g de
MS en los horarios de 7 hy 19 h.

El disefio fue un “cross over” 2x2 replicado. El periodo experimental consistido en
dos periodos cada uno de seis dias de acostumbramiento y 72 horas de mediciones

comenzando el primer dia a las 7 h y terminando a las 7 h del cuarto dia.
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4.1.3. Fermentadores.

Se utilizaron 4 fermentadores de 1,55 | de doble flujo continuo (Miniford, Infords,
Bottmingen, Switzerland), los fermentadores fueron inoculados con fluido ruminal de
vacas fistuladas y de un novillo. Las tasas de pasajes fueron fijas 10 % h™para liquidos
y de 5 % h™para sélidos. La temperatura fue de 39,5 °C, el pH de los fermentadores se
dejo fluctuar libremente dentro del rango 5 a 6,8. El control se realizé con el programa
IRIS NT (Infords A.G., Bottemingen, Switzerland), al pasar cualquiera de los limites, se
infundia automéaticamente una solucion acida (HClI 3 N) o base (NaOH 5 N) para
mantener el rango establecido. La infusion de saliva artificial (2,5 ml min™, tabla 13) fue
continua dentro de los fermentadores. Contenia 0,4 g I* de urea simulando el reciclado
de N.

Tabla 12. Composicién mineral de la saliva artificial utilizada en los fermentadores de
doble flujo continuo que recibieron dos dietas, RCM sub y RCM ens.

Componente Cantidad
Na,HPO, 1,76 g I'*
NaHCO; 5,009 I*
KCl 0,60gI*
MgSO0,,7H,0 0,12¢gl*
KHCO, 1,60gI*
NH,CONH, 0,40¢gI*
Agua destilada 1,00 |

4.1.4. Muestreo del liguido ruminal de los fermenta  dores de doble flujo continuo.

Los muestreos del liquido de los fermentadores, se realizaron el dia dos de
mediciones. Los horarios de muestreo fueron de 9, 11, 14, 17 h, se extrajeron 60 ml
del liquido del filtro que extrae el flujo filtrado. De cada fermentador, se tomaron dos
alicuotas, una para determinar N-NHz(se pipetearon 4 ml de licor ruminal y se
mezclaron con acidificante 4 ml de &cido clorhidrico 0,2 molar) y la otra para
determinar AGV (se pipetearon 9,9 ml de licor ruminal se mezclaron con acidificante
(0,1 ml de acido sulfurico), todas las muestras se almacenaron a -24°C hasta las
determinaciones de N-NH; segun lo descripto por Chaney, Marbach (1962), las

muestras de licor para determinar los AGV se enviaron congeladas y refrigeradas al
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laboratorio LASERNU (UBA, Ciudad Autdbnoma de Buenos Aires, Argentina) donde

utilizaron para la determinacion lo descripto por Friggens et al. (1998).
4.1.5. Registro y mediciones de pH en los fermentad  ores de doble flujo continuo.

Los valores de pH se registraron en forma continua a través del peachimetro digital
fijo que posee cada fermentador. Los datos se almacenaron utilizando el programa
IRIS NT (Infords A.G., Bottemingen, Switzerland). Para el andlisis estadistico se
consideraron, los valores del pH cada diez minutos durante los tres dias de
mediciones desde la 7 h del primer dia.

Para calcular el tiempo debajo de pH menor a 6, se realizd una regresion no lineal
con una funcién logistica acumulativa del tiempo en funcién del pH, con los valores
promedio de pH de los dias experimentales de cada fermentador por periodo. Seguln
lo descripto por Alzahal et al. (2007). La curva logistica depende de tres parametros
gue describen Ry la pendiente, 3, el limite de tiempo superior, 3; es el punto de

inflexién de la curva.

_ B2
" 1+4exp[-B0 x (x —B1)]

y

El eje y representa el tiempo acumulado (min dia™) por cada punto de pH en el eje
X. Los valores del eje x representan el pH ruminal. El limite de tiempo superior de la
curva logistica es de 1440 min dia, los valores de pH en el eje x comienzan en 4,5y

terminan en 7,5.

4.1.6. Registro de los efluentes y recoleccion de | as muestras, para estimar la
digestibilidad aparente de las raciones completamen te mezcladas en los

fermentadores de doble flujo continuo.

El fermentador de doble flujo continuo presenta un sistema de entrada y dos
sistemas de salida. El sistema de entrada es regulado por una bomba que inyecta
saliva al fermentador. El primer sistema de salida esta formado por el flujo de rebalse
gue funciona como indica su nombre por rebalse. El segundo sistema de salida es de
filtrado el cual se denomina flujo de filtrado, que controla la tasa de pasaje de liquido, y
se regula por una bomba que extrae el liquido ruminal del fermentador. El flujo de

rebalse se regula entre los dos sistemas, él de saliva que inyecta una cantidad
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establecida de saliva por minuto y el sistema de flujo filtrado que extrae liquido ruminal
por minuto, a una menor tasa de extraccién que la entrada de la saliva. Esta diferencia
de flujos de entrada y salida regulan el flujo de rebalse.

En los dias experimentales, se controlaron los pesos de los efluentes de flujos
filtrados y flujos de rebalse de cada fermentador. Estos se mantuvieron a 4°Cy se
recolectaron cada 24 h antes de la primera alimentacién del dia siguiente y se
almacenaron en un freezer a -24°C.

Terminados los periodos del ensayo se descongelaron los flujos de rebalse, de los
cuales se determina la digestibilidad aparente, y se tomé una alicuota por dia
experimental de cada fermentador. Estas alicuotas se congelaron a -24°C vy
posteriormente se liofilizaron. La materia seca de los flujos de rebalse, se estimé con
el peso de la muestra puesta a liofilizar como valor inicial menos el peso final después
de la liofilizacion (Liofilizador L-A-B4, RIFICOR, C.P., Argentina.) dividido por el peso
inicial por cien, posteriormente se seco por estufa a 60 °C durante 48 h. Esto se realiz
para asegurarse que el peso final fuera en 100 % MS. Con las muestras seca, se
realizd un pool por fermentador dentro del periodo.

Estas muestras liofilizadas se enviaron al Laboratorio de Nutricién de EEA Balcarce
(INTA, Balcarce, Argentina), para que se realizaran las siguientes determinaciones.

Materia organica (MO), por calcinacion en mufla a 550-600 °C durante 4 horas.

Proteina bruta (PB) por combustidon de la muestra en oxigeno ultra puro utilizando

un analizador LECO FP 528 (Horneck; Miller, 1998).

Fibra en detergente neutro (FDN) con equipo ANKOM 200 (ANKOM Corp.,

Macedon, NY), segun Komarek et al. (1994).

Fibra en detergente acido (FDA) con equipo ANKOM 200 (ANKOM Corp., Macedon,

NY), segun Komarek et al. (1993).

4.1.7. Estimacion de la digestibilidad aparente y t asas de digestion de las
raciones completamente mezcladas en los fermentador es de doble flujo

continuo.

Una vez determinadas la composicién quimica de los efluentes de rebalse de los
fermentadores. El valor de cada determinacién quimica se aplicé a los efluentes de
rebalse en gramos de materia seca para los tres dias de experimentacion y estos
valores se utilizaron para estimar la digestibilidad aparente de las distintas fracciones

guimicas de las RCM.
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La digestibilidad aparente de la materia seca se determin6 con la ecuacion [a] y la
digestibilidad aparente de la materia organica, proteina bruta, fibora en detergente

neutro y fibra en detergente 4cido se determinaron con la ecuacion [b].

Digestibilidad aparente de MS= [(g MS alimento dia™ - (g efluente MS dia™*- g saliva
MSdia™?)) / g Ms alimento] x 100 [a]
2 g saliva artificial, se uso el valor 9,48 g I*que sugiere Stern, Hoover (the dual flow

continuous culture system) para el efluente de rebalse | dia™*

Digestibilidad aparente MO = [(g MO alimento - g MO efluente)/ g MO alimento] x 100
[b]

Para determinar las tasas de digestion se empleé la siguiente formula.

Kd®= (___digestibilidad aparente ) x100
Tiempo de retencion de sélidos, h

¢ La tasa de digestion se estimé para MS, MO, PB, FDN, FDA.

4.1.8. Estimacion de las tasas de flujo de los ferm entadores de doble flujo

continuo.

Los flujos de rebalse vy filtrado se estimaron a través de la tasa de dilucion de los

fermentadores. Las ecuaciones utilizadas se describen a continuacion.
Tasa dilucion = porcentaje de volumen de fermentador reemplazado por hora.
Tasa de dilucién de liquidos (TDL) =10 % h™ = 0,10 h™
Tasa de dilucién de sélidos (TDS) =5 % h™ = 0,05 h™

Tiempo de retencién de sélidos = reciproco (1/TDS) se pre planifico a 20 h.

Volumen de fermentador = 1550 ml

TDL % = [(Volumen del flujo filtrado (ml h™) + Volumen del flujo de rebalse (ml h™)) /
Volumen del fermentador (ml)] x 100

TDS % = [(Volumen del flujo de rebalse (ml h™)) / Volumen del fermentador (ml)] x 100
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4.1.9. Analisis estadistico.

Los valores de pH, la concentracion de AGV y N-NH; en liquido de los
fermentadores de doble flujo continuo, se analizaron como medidas repetidas en el
tiempo por PROC MIXED de SAS utilizando el modelo:

Yiu=H+Ti+ Ottt B+ (TXH) iyt €

Donde: Y jq = variable dependiente, y = media general, 1 = efecto tratamiento, &; =
el efecto aleatorio del fermentador j dentro del tratamiento i, t \ = efecto hora k, 3,
=efecto periodo I,(T x t) = efecto interaccion tratamiento x hora ij, €y = error residual
asociado a la ijkl observacion.

El término del error fue evaluado con varias matrices de varianzas y covarianzas,

seleccionando la matriz que presentara menor BIC en cada variable (SAS, 2009).

Los minutos por debajo de pH 6, la digestibilidad aparente y las tasas de digestion
de MS, MO, FDN, FDA y PB, las tasas de dilucién de sélidos y liquidos, tiempos de
retencién de sélidos, la energia metabolizable y la energia neta de lactancia de las
RCM sub y RCM ens en los fermentadores de doble flujo continuo, se analizaron con
PROC GLM de SAS utilizando el siguiente modelo:

Yik=H+TitFi+ Pyt ey

Donde: Yj = variable dependiente, y = media general, T ; = efecto tratamiento, F ; =
efecto fermentador j, P ¢ = efecto periodo k, € jx = error residual asociado a la ijk
observacion.

Las diferencias fueron consideradas significativas con un P < 0,05. Todos los
resultados estan expresados como medias de cuadrados minimos, se ajustaron por
comparaciones mdultiples Tukey-Kramer y se informa el error estandar de la media
(EEM).



4.2. Resultados.

4.2.1. Composicién quimica de las raciones completa

volimenes solidos de los fermentadores de doble flu

jo continuo.
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mente mezcladas y

Los resultados de composicién quimica de las RCM utilizadas en los fermentadores

de doble flujo se muestran en la tabla 13. Las RCM se elaboraron en base seca, con

los alimentos secos y molidos.

Tabla 13. Caracteristicas (promedio + desvio estandar) de dos

raciones

completamente mezcladas evaluadas en fermentadores de doble flujo continuo, base

materia seca.

Tratamientos

RCM sub? RCM ens®
% MO® 93,70 + 1,57 92,50 + 0,36
% PB" 17,05 £ 0,55 16,52 + 1,05
% FDN® 39,17 £ 0,45 39,97 +1,43
% FDA' 15,33 + 0,06 17,97 + 0,87

a, Racion completamente mezclada subproductos.

Racion completamente mezclada ensilaje. ¢, % Materia
organica. d, % Proteina bruta. e, % Fibra en detergente

neutro. f, % Fibra en detergente acido.

En la tabla 14 se muestran los resultados de laboratorio, para las determinaciones

guimicas de los efluentes de rebalse de los fermentadores de doble flujo continuo que

recibieron las RCM.
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Tabla 14. Composicion quimica de los efluentes de rebalse (promedio + desvio
estandar) de los fermentadores de doble flujo continuo que recibieron dos dietas RCM
sub y RCM ens, en base materia seca.

Tratamientos

RCM sub? RCM ens®
% MS® 5,07 +0,13 5,07 + 0,09
% MO 79,00 + 0,85 78,15 + 1,65
% PB® 16,70 + 1,04 16,15 + 0,44
% FDN' 41,28 +1,82 40,53 +1,58
% FDA? 15,75 + 1,28 17,25 + 0,66

a, Racibn completamente mezclada subproductos. b, Racion
completamente mezclada ensilaje. ¢, % de Materia seca de los
efluentes de rebalse. d, % Materia organica. e, % Proteina bruta. f, %
Fibra en detergente neutro. g, % Fibra en detergente acido.

La composicion quimica de los efluentes de rebalse de las RCM sub y RCM ens
presentaron similares caracteristicas. Los porcentajes de MO, PB, FDN y FDA estan
expresados tal cual se ingresaron al laboratorio. Los efluentes de rebalse contienen
una cantidad apreciable de sales provenientes de la saliva artificial, las cuales diluyen
el verdadero contenido de los componentes. Para dimensionar el efecto de las sales
de la saliva, se descontaron las sales provenientes de la saliva en la muestra entrada
al laboratorio. Los porcentajes corregidos resultaron ser de: % MO (91,35; 92,49), %
PB (19,31; 19,11), % FDN (47,72; 47,96), % FDA (18,21; 20,42) para RCM sub y RCM
ens, respectivamente. Estos porcentajes son Unicamente informativos, ya que carecen

de utilidad en los célculos de las digestibilidades aparentes de las RCM.

4.2.2. Ambiente ruminal in vitro de los fermentadores de doble flujo continuo.

En la siguiente tabla 15 se describe el ambiente ruminal de los fermentadores de

doble flujo continuo al ser suministrada las RCM sub y RCM ens.
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Tabla 15. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre el pH, las concentraciones
de nitrégeno amoniacal y acidos grasos volatiles del liquido de los fermentadores de
doble flujo continuo.

Tratamientos Valor P

El?b“f Fe{r(]:s'\f EEM® T¢ pP* F HO  T*H"
pH 6,27 6,21 0,004 0,78 0,90 >0,01 >0,01
Minutos < pH 6, min dia™ 150 230 84,92 0,70 0,49 0,97
N-NHs;, mg dI** 890 7,80 0,31 0,29 0,18 >0,01 >0,01
Total AGV, mmol I'* 84,93 86,18 3,34 0,87 0,02 0,01 0,72
Acético:propidnico 2,29 2,58 0,07 0,28 0,07 0,18 0,04
Acético, mmol I'* 48,00 51,43 1,73 0,46 0,05 0,07 0,55
Propiénico, mmol I 21,43 20,87 1,07 0,85 0,04 >0,01 0,65
Butirico, mmol I'* 12,87 11,50 0,82 0,57 0,06 >0,01 0,72
Nivel de significancia del 5 %. Valores expresados como medias de cuadrados
minimos. a, Racién completamente mezclada subproductos. b, Racioén

completamente mezclada ensilaje. ¢, Error estandar de la media. d, Tratamientos. e,
Periodo. f, Fermentador. g, hora. h, Interaccién tratamiento por hora.

El pH y minutos < pH 6 dentro de los fermentadores con las RCM no presentaron
diferencias para el efecto principal tratamiento. Sin embargo, para el pH se encontr6
diferencias para la interaccion tratamiento por hora. En la interaccion tratamiento por
hora se observo el siguiente patréon: dos horas antes de la alimentacién y en la hora de
alimentacion (7 y 19 h) no presentaron diferencias entre tratamientos. En la primera
hora (8 y 20 h) post alimentacion present6 diferencias, siendo el pH de RCM ens
inferior a RCM sub. A continuacién en la siguiente hora (9 y 21 h) se igualan los pH y
no presentan diferencias. En las siguientes siete horas (10 a 16 h'y 22 a 4 h)
posteriores el pH de RCM sub es superior a RCM ens presentd diferencias, este
patrén se observo tanto para las horas de dia como las de noche.

La concentracion de nitrégeno amoniacal, al igual que el pH, no presento
diferencias entre tratamientos. Pero si el efecto interaccion tratamiento por hora. La
hora 14 present6 diferencias RCM sub 9,15 mg dI* vs RCM ens 6,58 mg dI™* (p 0,01).

En todos los AGV el efecto principal tratamiento no presentd diferencias. En
general las concentraciones de totales de AGV fueron mayores en el primer periodo (p
< 0,05) que en el segundo periodo (97,34 vs 73,68 mM %), al igual que el acido

propionico (24,96 vs 17,35 mM I™Y). La relacion acético propionico en la interaccion
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tratamiento por hora presentaron diferencias, la RCM ens presentdé mayor relacion en

todos los horarios que la RCM sub.

4.2.3. Digestibilidad aparente de las raciones comp letamente mezcladas en

fermentadores de doble flujo continuo.

En el tabla 16 se presentan los resultados de la digestibilidad aparente de las RCM
en fermentadores de doble flujo continuo a los que se les suministré las RCM sub y
RCM ens.

Tabla 16. Efectos de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre la digestibilidad de las
distintas fracciones quimicas de las RCM y las tasas de dilucion de liquidos y sélidos,
en fermentadores de doble flujo continuo.

Tratamiento Valor p

Zl?b'\f Fe{r(]:s'\f EEM® T¢ Fe P’
Digestibilidad aparente
Materia seca, % 55,06 56,82 0,69 0,47 0,98 0,68
Materia organica, % 46,11 48,27 0,79 0,30 0,74 0,29
Proteina bruta, % 36,33 33,27 1,70 045 0,43 0,43
Fibra en detergente neutro, % 33,44 3650 1,73 0,64 097 0,6
Fibra en detergente acido, % 39,48 3564 2,72 058 0,50 0,93
Tasa de digestion
Materia seca por hora, % 2,54 2,62 0,06 0,47 0,60 0,98
Materia organica por hora, % 2,13 2,23 0,05 0,30 0,29 0,74
Proteina bruta por hora, % 1,67 1,53 0,0 045 0,43 0,43

Fibra en detergente neutro por hora, % 1,54 1,68 0,18 0,64 0,67 0,94
Fibra en detergente acido por hora, % 1,82 1,64 0,19 0,58 0,93 0,50
Tasa de pasaje

Tasa de dilucion de liquidos, % h't 9,59 9,55 0,02 051 054 0,42
Tasa de dilucion de solidos, % h 4,66 4,69 0,06 0,92 0,17 0,01
Tiempo de retencion de solidos, h 21,42 21,46 0,30 0,87 0,21 0,02

Concentracion energética
Energia metabolizable, Mcal KgMS™ 1,96 2,05 0,02 0,34 0,98 0,60
Energia Neta lactancia, Mcal KgMS™ 1,33 1,25 0,02 0,26 0,98 0,60

Nivel de significancia 5 %. Valores expresados como medias de cuadrados minimos.
a, Racion completamente mezclada subproductos. b, Racién completamente
mezclada ensilaje. ¢, Error estdndar de la media. d, Tratamiento. e, Fermentador. f,
Periodo.
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La digestibilidad aparente y las tasas de digestion de la MS, MO, PB, FDN y FDA
no presentaron diferencias entre tratamientos. Las tasas de dilucion de soélidos y
liquidos, no presentaron diferencias entre tratamientos. Hubo diferencias, para la tasa
de dilucion de solidos (4,51 % h™; 4,81% h™) y el tiempo de retencion de sélidos (22,14

h; 20,75 h), en el periodo uno y dos respectivamente.

4.2.4. Comparacion entre fermentadores de doble flu  jo continuo y Daisy para

estimar el balance energético y proteico segun el N RC (2001).

La estimacion de total de nutrientes digestibles y energia de las RCM se muestra en
la Tabla 17, donde se observan los resultados de los ensayos | (Daisy) y lli

(fermentadores).

Tabla 17. Efectos de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre la digestibilidad aparente
de la materia seca, energia bruta, digestible, metabolizable y neta de lactancia
obtenidas por Daisy o Fermentadores.

DAISY FDFC?
RCM sub® RCMens® RCMsub RCM ens
Digestibilidad aparente de MS, % MS 66,14 67,33 55,06 56,82
Energia Bruta, Mcal KgMS™ 4,35 4,41 4,35 4,41
Energia Digestible, Mcal KgMS™ 2,88 2,97 2,39 2,50
Energia Metabolizable, Mcal KgMS‘l 2,36 2,43 1,96 2,05
Energia Neta de lactancia, Mcal KgMS‘l 1,47 1,51 1,22 1,27

a, Fermentador de doble flujo continuo. b, Racibn completamente mezclada
subproductos. ¢, Racion completamente mezclada ensilaje.

Los resultados obtenidos sobre la digestibilidad aparente de la materia seca para
los ensayos difieren debido al tiempo de incubacién de las RCM. En el ensayo | fue de
48 h, mientras para el ensayo lll en los fermentadores fue de 20 h, representando
tasas de pasajes de de 2,08 y 5 %, respectivamente. En términos porcentuales la
disminucion de la DaMS de RCM sub fue del 20% y para RCM ens del 18%
comparado los resultados de ensayo Il con el de las ensayo I.

En la tabla 18, se muestran los resultados del balance energético y proteico de las
vacas que consumieron las RCM sub y RCM ens, comparando los resultados de los

fermentadores de doble flujo continuo con el Daisy.
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Tabla 18. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre el balance energético y
proteico de las vacas segun Nutrient Requirements of Dairy Cattle, NRC (2001)
comparando las digestibilidades aparentes de Daisy y Fermentadores.

DAISY FDFC*
RCM sub® RCM ens® RCMsub RCM ens
Peso vivo promedio de las vacas, Kg 572,81 598,72 572,81 598,72
Produccién de leche, | dia™ 25,96 24,88 25,96 24,88
Consumo de MS, KgMS dia™ 24,82 24,15 24,82 24,15
Aportes dieta ENI, Mcal dia™ 41,27 37,95 32,97 30,72

Requerimientos totales ENI, Mcal dia™ 32,92 32,46 32,92 32,46
Balance de Energia Neta lactancia,

Mcal dia 8,59 8,41 0,28 1,18
Exceso de energia (%) 21% 22% 1% 4%
Alimento Proteina Bruta, % MS 17,1 16,5 17,10 16,50
Aporte dietario PB, g dia™ 424422  3984,75 424422 3984,75
Proteina metabolizable suministrada,

gdia™ 3216,45 258599 3408,08 3382.88
Proteina metabolizable requerida,

gdia™ 2412,52 2187,97 2439,08 2211,99
Balance proteina metabolizable, g dia™ 803,93 398,02 968,99 1170,89
PDR suministrada, g dia™ 2047,10 2562,07 1541,93 1325,73
PDR requerida, g dia™ 2466,16 2451,93 2075,52 2098,65
Balance PDR, g dia™ -419,06 110,14 -533,59  -772,92
PNDR suministrada, g dia™ 2197,12 1422,68 2702,29 2659,02
PNDR requerida, g dia™ 1192,21 925,16 1491,05 1195,42
Balance de PNDR, g dia™ 1004,91 497,52 1211,24  1463,60

a, Fermentador de doble flujo continuo. b, Racion completamente mezclada
subproductos. ¢, Racion completamente mezclada ensilaje. Valores estimados segun
Nutrient Requirements of Dairy Cattle, NRC (2001).

Al comparar el balance energético a partir de las diferencias de digestibilidad
obtenidas por Daisy y FDFC se observa que el consumo de energia fue mayor a lo
requerido para ambos tratamientos y comparaciones.

Si se utiliza la digestibilidad aparente de la materia seca en 48 h por Daisy, se
observa que se consumié en ENI un promedio de 21,5 % mas en los tratamientos, que

los requerimientos de las vacas.
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En cambio, al utilizar la digestibilidad de 20 h por fermentadores, el porcentaje por
encima de los requerimientos fue de un 2,5 % acercandose més al balance energético
de 0 %.

En cuanto al balance de proteina metabdlica fue superior a los requerimientos, pero
al comparar el balance de PDR se observa que la RCM sub en el ensayo | fue un 17 %
menor a lo requerido. En cambio en el ensayo lll la PDR fue un 31 % menor para
ambos tratamientos.

Sin embargo, el aporte dietario de proteina es superior a los requerimientos en
ambas comparaciones en promedio 17 % y 20 % para ensayo | y ensayo llI,

respectivamente.
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5. DISCUSION.

Los ensayos realizados en la presente tesis, engloban métodos de evaluacion in
vivo e in vitro aplicables en la nutricion de vacas lecheras.

La primera parte de la discusion estd referida a los ensayos in vivo (ensayo 1 y Il), la
segunda parte al ensayo in vitro (ensayo Ill) y una tercera parte sobre los puntos en
comun entre ambos.

En la primera parte de la tesis, se realizaron evaluaciones de ambiente ruminal de
las RCM vy la cinética de degradacién de la FDN. Los resultados pudieron ser
comparados con los obtenidos en el ensayo in vitro de los fermentadores de doble flujo

continuo en condiciones controladas.

5.1. Primera parte: ensayos in vivo.

Los modelos matematicos utilizados en nutricion animal provienen de datos
obtenidos en ensayos in vivo e in vitro. Una vez que el efecto es cuantificado, se
incorporan a estos modelos que predicen las variables respuestas de interés. El
principal inconveniente que presentan los modelos matematicos, es que los
coeficientes utilizados provienen de efectos conocidos en un momento y lugar
determinado.

El modelo NRC (2001), propone diversas ecuaciones matematicas para modelar las
respuestas metabdlicas y productivas de vacas lecheras. La problemética de este
modelo es la cantidad de informacion necesaria para hacerlo funcionar.

Los primeros dos capitulos del NRC (2001) estan referidos al consumo y al valor
energético de los alimentos.

En todos los ensayos se utiliz6 RCM sub y RCM ens, y al momento de la
elaboracion de las RCM se consideraron los requerimientos de las vacas de 600 kg de
peso vivo, 180 dias de lactancia, 25 litros de produccion y 3,4 % de grasa de la leche.

La composicién de las RCM deberia haber aportado una concentracion energética
de 2,6 Mcal EM KgMS | proteina: 16 % KgMS ™,37 % de FDN. En la formulacién de
las RCM se consider6 la composicién quimica individual de los alimentos.

Una vez elaboradas las RCM se evalu6 la composicién quimica de cada RCM en el
laboratorio (Tabla 2). La digestibilidad de la MS tedrica de las RCM fue de 72 %. En
relacion a las RCM sub y RCM ens presentaron una digestibilidad de la MS de 66,14 y
67,33 la perdida de energia fue de 0,22 y 0,16 Mcal EM KgMS ™, respectivamente.
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Es muy probable que la mezcla de alimentos haya afectado la digestibilidad de la
materia seca de las RCM, por caracteristicas intrinsecas de los mismos.

La menor concentracion energética obtenida en las RCM indica que el consumo de
materia seca deberia aumentar para poder cubrir los requerimientos de una
produccion constante.

El consumo de materia seca fue superior para ambos tratamientos en comparacion
a lo estimado segun el NRC (2001) (Tabla 5), al evaluar la produccién de leche grasa
corregida como variable independiente y el consumo de materia seca como variable
dependiente, (Figura 2).

En lineas generales el modelo propuesto por el NRC (2001), donde se considera la
semana de lactancia, la produccién de leche grasa corregida y el peso de la vaca,
subestimé el consumo observado en ensayos (Halachmi et al. 2004; Ellis et al., 2006).
Ademas, el modelo se ajusta mejor a las primeras semanas de la lactancia, que para
las ultimas semanas de la lactancia.

Se realizd una regresion lineal, donde se compara las ordenadas al origen y las
pendientes de los consumos de materia seca del ensayo en funcion de la produccion
de leche grasa corregida (dado que no se cuenta con el dato del ensayo se estimé en
3,4% grasa para poder estimar LGC), con lo predicho por el modelo NRC.

Las ordenadas al origen (22,65; 23,53), las pendientes (0,092; 0,027), para RCM
sub y RCM ens no presentaron diferencias (P > 0,05), si al compararlas con la
ordenada de origen (11,21) y la pendiente (0,38) del modelo NRC presentaron
diferencias (P < 0,05).

Las pendientes fueron positivas para todos los casos, sin embargo para RCM ens
fue la mas cercana a cero. Los R? fueron NRC (0,85), RCM sub (0,032) y RCM ens
(0,008).
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Figura 2. Relacién entre la produccién de leche grasa corregida al 4% y el consumo de

materia seca observado para RCM sub, RCM ens y el predicho por el NRC.

La ecuacion del consumo de materia seca del NRC (2001), establece que a medida

gue aumenta la produccion de leche corregida 4% aumenta el consumo de materia

seca.

En este ensayo los consumos observados para RCM sub y RCM ens también

produjeron la misma tendencia positiva en el aumento de la produccion de leche, pero

con menor magnitud y precision.

La comparacién de los valores observados de consumo de materia seca en el

ensayo vs los calculados segun el modelo del NRC, se presentan en la figura 3.
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Figura 3. Comparacién de los consumos observados en funcién de los consumos
calculados en base al NRC en vacas lecheras que recibieron RCM sub y RCM ens. La
linea continua representa y=x, los puntos redondos, el consumo observado para cada
tratamiento.

El NRC (2001) al evaluar la férmula del consumo utilizando datos de ensayos
publicados, encontré que la media del consumo de materia seca de los observados
era de 22,3 kg dia® y el de los estimados de 22,1 kg dia™, siendo el valor cuadratico
medio fue de 2 kg dia™.

El NRC (2001) cuando evalia la dispersion de los valores estimados de consumo,
el 41 % de los consumos esperados estaban dentro del + 5 por ciento del consumo
observado y el 71 % de los consumos esperados dentro = 10 por ciento del consumo
observado.

Al realizar el mismo analisis con los resultados del ensayo, se observé que el
consumo medio para RCM sub y RCM ens fue de 24,82 y 24,15 kg dia®, y los
estimados por el NRC para RCM sub y RCM ens fueron de 20,12 y 20,10 kg dia™. El
valor cuadratico medio para RCM sub y RCM ens fue de 2,57 y 2,50 kg dia™. En
cuanto a la dispersién de los valores estimados de consumo para RCM sub y RCM
ens, el 53 % y 58% se encontraron dentro + 5 por ciento de los consumos observados
y el 97 % de los consumo estimados estuvieron dentro = 10 por ciento del consumo
observado para RCM sub y RCM ens, respectivamente.

En términos generales, al utilizar la formula de consumo del NRC (2001) ésta

subestima el consumo de materia seca con respecto a lo observado en el ensayo I.
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El consumo de ENL para ambos tratamientos fue superior en comparacion, a la
ENL requerida por las vacas. (Figura 4).

Al calcular los requerimientos en base a lo descripto por el NRC (2001) y estimar el
balance de energia podemos observar que en términos generales (Tabla 6) si se
utiliza la concentracion energética de las RCM obtenidas en laboratorio, el exceso de
energia consumida fue de 21 y 22 % mayor para RCM sub y RCM ens,
respectivamente.

Sin embargo, el 20 % de los valores de energia consumida estuvo en un £ 5 % de
lo requerido por las vacas y el 53 % de la energia consumida estuvo en un £ 10 % de
lo requerido por las vacas para RCM sub y RCM ens, segun el NRC (2001).

Cuando el NRC (2001) evalta la prediccion del consumo de ENI y la ENI
requerida, encuentra que estan altamente correlacionadas (r>= 0,61; p<0,01), el 46 %
de la energia consumida estuvo en un = 5 % de lo requerido por las vacas y el 76 %

de la energia consumida estuvo en un £ 10 % de lo requerido por las vacas.
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Figura 4. Consumo de energia neta de lactancia de las vacas en comparacion con la
energia neta de lactancia requerida para los tratamientos RCM sub y RCM ens. La
linea continua y=x, los puntos rendondos el consumo de ENL Mcal dia™.

Para que el balance energético sea 0 %, con el consumo de materia seca
observado, las DIVMS de las RCM deberian ser del 53,94 y 54,42 % para RCM sub y
RCM ens, obteniendo una ENI de 1,29 y 1,20 Mcal KgMS (Figura 5).

Si se asume que la DIVMS es lineal en relacién con el tiempo de incubacion, la
tasa estimada de digestion en laboratorio para RCM sub seria de 1,37 % h™ y para

RCM ens 1,40 % h™. Al estimar el tiempo necesario para lograr esas DIVMS
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estimadas, las horas de retencion ruminal necesarias, segun las tasas de digestion
antes mencionadas serian de 39,37 RCM sub y 38,87 h RCM ens valores similares a
los observados en el tiempo de retencion ruminal (Tabla 11).

El 73 % de los valores de consumo de energia estarian + 5 ENI del balance
energético 0 y el 96 % de los valores de consumo de energia en £ 10 ENI del balance

energético 0, para RCM sub y RCM ens.
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Figura 5. Relacion entre los requerimientos energéticos y el balance energético 0 % de
ENI para RCM sub y RCM ens. Los consumos observados y la ENI por Mcal KgMS
corregida asumiendo que la DIVMS fue de 53,94 % RCM sub y 54,42 % RCM ens.

Al comparar los resultados de la digestibilidad aparente de la materia seca de los
ensayos | y lll (Tabla 17),se puede observar que los resultados de digestibilidad de la
materia seca en los fermentadores para RCM sub y RCM ens (55,06 y 56,82 %) se
acercan al valor de digestibilidad para un balance energetico 0 % para el consumo
observado (53,94 y 54,42 %).

El consumo de MS y de FDN para RCM sub y RCM ens como % de peso vivo fue
de 4.35 % y 4.06 % y de 1,62 % y 1,70 %, respectivamente. Ambas variables fueron
elevadas en ambas raciones, en relacién a lo citado por Mertens (1995) que encontrd
que la maxima respuesta productiva de LGC con 3,8 % y 1,2 % de consumo de MS y
FDN, respectivamente.

Zebeli et al.,(2008) describe que en una dieta con 49 % de FDN, se observd un
consumo de materia seca del 3,18 % del peso vivo y 1,6 % de consumo de FDN del

peso vivo, con una tasa de pasaje del reticulo rumen de 8,4 % h ™.
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El elevado consumo de materia seca en el ensayo I, puede haber limitado la
respuesta productiva de ambas RCM, debido a una mayor tasa de pasaje y una
dismucion en la disgestibilidad de la materia seca, si se considera lo citado por
Mertens (1995).

En cuanto al balance proteico de las RCM, fue positivo para ambos tratamientos
(Tabla 7). La cantidad de PDR suministrada fue inferior para RCM sub y superior para
RCM ens, la PNDR suministrada fue superior en ambos tratamientos con mayor
magnitud para RCM sub.

Cuando se comparan los resultados obtenidos en el ensayo Ill, para la PDR
suministrada se observo que el balance de PDR es negativo para ambos tratamientos
y el balance de PNDR suministrada es positivo, y que el balance de proteina
metabdlica es positivo para ambos tratamientos.

El NRC (2001) al evaluar el rendimiento animal segun la PB, PDR y PNDR propone
tres ecuaciones.

La primera' toma en cuenta la PB de la dieta como fijo y el consumo observado
para estimar el rendimiento de leche, aplicando estas ecuaciones y los consumos de
MS de los tratamientos y la concentracion de PB se obtiene que el rendimiento de
leche deberia haber sido de 34,76 y 33,81 | dia™ para RCM sub y RCM ens. Esta
ecuacion propuesta tiene un r* de 0,29 por lo que su valor de prediccion es bajo.

La segunda’® y tercera® ecuacion propone utilizar la PDR y la PNDR para estimar la
produccion de leche y la cantidad de proteina en leche. Ambas ecuaciones possen un
R? de 0,52 y 0,51. La produccién de leche y la concentracion de proteina para RCM
sub y RMC ens, estimados con los valores de PDR y PNDR tedricos del ensayo |,
fueron de 37,20 y 35,80 | dia™ y de 6,95 y 6,97 %, respectivamente.

Los resultados del ensayo | no son coincidentes con los resultados del NRC (2001),
ademas de elevar el porcentaje de proteina por encima de valores normales.

Similares resultados se obtienen si se utiliza los valores de PDR y PNDR del
ensayo |l con estas dos ecuaciones las produccion de leche (33,79 y 29.50 | dia™) y
la concentracion de proteina (5,93 y 3,86 %) para RCM sub y RCM ens,

respectivamente.

! Rendimiento de leche= 0,8 x CMS + 2,3 x PB - 0,05 x PB? — 9,8 (r*= 0,29)
2 Rendimiento de leche = - 55,61 + 1,15 x CMS + 8,79 x PDR - 0,36 x PDR?+ 1,85 x PNDR (r*=0,52)

® Proteina de la leche = -1,57 + 0,0275 x CMS + 0,223 x PDR - 0,0091 x PDR? + 0,041 x PNDR (r’=0,51)
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El principal problema que contienen las férmulas es la sobreestimacion, ya que
éstas linealizan las respuestas productivas a mayor consumo, mayor produccion de
leche y proteina.

A modo demostrativo y para indagar cuales deberian ser los aportes de PDR y
PNDR de las RCM, para obtener la produccién observada en el ensayo, se realizé el
procedimiento inverso.

Se calculardn los valores que mejor ajustan a lo observado en produccion de leche
y proteina para RCM sub con una concentracién de PB 17,1 % la particién de la
proteina seria de PDR 21 % y PNDR 79 %; para RCM ens con una concentracion de
PB 16,5 %, la particion seria de PDR 24 % y PNDR 76 %.

Es contundente que estos valores son menores a las RCM (Tabla Il), sin embargo
estos resultados estan mas cercanos a los de los ensayo lll.

En un estudio realizado por Flis; Wattiaux (2005) donde compararon distintos
consumos de PDR y PNDR, encontraron que el CMS aumenta cuando la PNDR esta
en exceso en la racion y la magnitud del aumento fue de 2,1 KgMS dia™.

Ademas, que el consumo de nitrégeno fue mayor en el tratamiento con exceso de
PNDR al compararlo con el tratamiento con PNDR normal.

En el balance de N encontraron que el N de la materia fecal y el N de la orina de
ambos tratamientos no presentaron diferencias. El N de la leche fue mayor en el
tratamiento con PNDR normal, pero al observar la retencion total de N, fue mayor para
el tratamiento PNDR en exceso.

En otro estudio, Kalscheur et al., 2006 compar6 dietas con incrementos en la PDR
manteniendo constante la PNDR, si bien el estudio no fue disefiado para encontrar el
valor 6ptimo de PDR, evidencian que el valor maximo deberia ser de 9,5 % de PDR.

A partir de este valor no encuentran diferencias para la produccion de leche y
proteina lactea, no obstante, el aumento de PDR de 6,8 a 11% en la dieta mejor6 en
forma lineal todas las respuestas productivas y el CMS se mantuvo constante.

Ademas, concluyen que el aporte de PDR por debajo a lo requerido segun el NRC
(2001) disminuye la produccién de leche, de grasa y proteina, indicando que un bajo
aporte de PDR es inadecuado para la sintesis de proteina microbiana en el rumen.

Se infiere que el mayor CMS en RCM sub y RCM ens podria deberse a un mayor
consumo de PNDR y se podria haber esperado una mayor respuesta productiva de la
RCM sub si el balance de PDR hubiese sido positivo.

En cuanto a la medicién de nitrégeno ureico en sangre para el tratamiento RCM

sub fue superior al de de RCM ens.
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Varios autores encontraron una relacién entre la PDR vy nitrégeno ureico en sangre
en donde a medida que la PDR aumenta en las dietas, el nitrdgeno ureico en sangre
aumenta (Kalscheur et al., 2006; Brito; Broderick, 2006; Gressley; Armentano, 2007).

En un estudio Gustafsson; Palmquist (1993) observaron que el pico de nitrégeno
ureico en sangre se produce 1 a 2 h después del pico de amoniaco en el rumen,
indicativo de la degradacion de las proteinas, aminoacidos y urea por parte de los
microorganismos ruminales.

En el ensayo las muestras de sangre fueron tomadas posterior al ordefie y el pico
de amoniaco se presento alrededor de las 11 horas.

El amoniaco y el amonio son absorbidos en el rumen, lumen intestinal y
transportado como amonio por el sistema venoso portal al higado a donde es
transformado en urea y glutamina a partir de glutamato.

De la urea producida por el higado, una parte se excreta en la orina y el resto se
recicla de nuevo al rumen e intestino, a través de transferencia directa de la sangre a
través del tejido epitelial o por medio de la saliva (Reynolds; Kristensen, 2008).

En el ensayo Il los parametros de ambiente ruminal no presentaron diferencias
entre tratamientos.

El pH ruminal de las vacas para el tratamiento RCM sub fue de 5,97 y para RCM
ens 6,20.

En relacién a los valores ruminales de pH bajos que pueden tener efectos directos
sobre la degradacioén de la fibra, la digestibilidad de la materia seca, la tasa de pasaje,
la absorcion y excrecion de los metabolitos ruminales (Grant;Mertens, 1992 b; Yang et
al., 2002; Zebeli et al., 2007; Reynolds; Kristensen, 2008; Zebeli et al., 2008).

El efecto mas notable del pH sobre los alimentos se observa cuando este se
encuentra por debajo de 6.

Para Zebeli et al. (2008) el valor promedio de pH de 6,16 permite tener un pH
inferior a 5,8 durante 5,24 h dia™.

El principal inconveniente de los valores bajos de pH en el rumen por varias horas
es la perdida de eficiencia en la alimentacion, debido principalmente a la disminucién
de la digestibilidad de la MS (Yang et al., 2002; Zebeli et al., 2007).

Por otra parte, los altos niveles de ingestion se asocian con un transito mas rapido
y un pH mas bajo, el promedio de pH cae por debajo del umbral de 6,25 cuando el
consumo de MS excede de aproximadamente el 2,5% del peso corporal (Sauvant et
al., 1999).
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Analizando cuanto tiempo el pH se observé debajo de 6, se puede apreciar que la
fermentacion de los alimentos fue intensa, ya que la RCM sub promedio las 15 horas
diarias por debajo de pH 6 y la RCM ens las 10 horas (Tabla 9).

Si bien la alta produccion de AGV es el principal objetivo en la alimentacién de
vacas lecheras de alta produccion, no siempre se logra la mejor respuesta productiva
debido al descenso del pH, debido principalmente al efecto que posee sobre la
digestibilidad de los alimentos.

Para Zebeli et al. 2008 el tiempo por dia que el pH se encuentra por debajo de lo
optimo (pH 6) es un mejor estimador de la degradacién de la FDN que el promedio
diario de pH.

Varios autores coinciden en que la disminucion del pH por debajo de 6 disminuye la
tasa de digestién de la FDN, aumenta el “lag time"y la tasa de pasaje (Grant; Weidner,
1992; Grant; Mertens,1992 a; Grant; Mertens 1992 b; Grant, 1994; Calsamiglia et al.,
1999; Yang et al., 2002; Zebeli et al., 2008).

Estudios in vitro en especial en fermentadores de doble flujo continuo, han
encontrado una disminucion de la degradabilidad de la FDN a partir de 4 horas por dia
y un efecto més pronunciado a partir de las 8 horas por dia a un pH debajo de 6
(Calsamiglia et al., 2002; Cerrato-Sanchez et al., 2007).

Estudios in vivo han observado los mismos efectos al disminuir el promedio de pH
de 6,37 a 5,78 con un tiempo que oscilé entre 154 a 937 minutos dia, sin embargo,
este trabajo no tuvo en cuenta el “lag time” para modelar la cinética de degradacién
(Krajcarski-Hunt et al., 2002).

La fermentacién de los alimentos por los microorganismos en el rumen y la
produccién de AGV es una condicidon deseable en los rumiantes. Sin embargo, éstos
afectan las poblaciones de microorganismos que se desarrollan en el rumen
considerando como principal factor la dinamica del pH (Russell; Wilson, 1996).

Retomando el concepto de Goering; Van Soest (1970) la digestibilidad de la FDN
por parte de los microorganismos es lo que mas va a afectar la digestibilidad de la MS.

Los tiempos prolongados por debajo de pH 6 observados limitan la digestibilidad de
la MS, por lo tanto la eficiencia de utilizacion de las RCM.

La maxima cantidad de FDN digerida ocurre entre 6 a 18 h después de la ingestion,
dependiendo de la tasa de digestion (Van Soest, 1994 c).

La concentracion de AGV en el rumen observado en el ensayo I, para las RCM sub
y RCM ens promedio los 90 mm | !, que esta dentro de los rangos normales de 60 a

150 mm | * en el fluido ruminal (Bergman, 1990).
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Los AGV no presentaron diferencias entre tratamientos, pero si presentaron
diferencias entre periodos.

Ambos tratamientos expresaron una mayor concentracion de AGV en el rumen en
el periodo 2 asociado a un mayor consumo de materia seca.

Es de esperar que la RCM ens se comportara sobre el metabolismo como un dieta
lipogénica y la RCM sub como glicogénica considerando la relacién acético:propionico
(Firkins et al., 2006). En ésta Gltima, la respuesta metabdlica seria un aumento de la
insulina y glucosa, y una disminucién de los AGNE.

Si bien las concentraciones hormonales y de metabolitos se cuantificaron en el
ensayo |, la RCM sub presenté mayor concentracién de AGNE y un menor nivel de
insulina y glucosa que la RCM ens.

Este perfil metabolico y hormonal es mas lipogénico que glicogénico. Las dietas
lipogénicas se asocian a una mayor cantidad de grasa y a una disminucion de proteina
en leche.

Sobre el balance de energia las dietas extra glicogénicas conducen a una menor
pérdida de peso que las dietas lipogénicas (Van Knegselet al., 2005).

Vacas que consumen RCM con distintas concentraciones de forrajes y
concentrados e incluso una dieta donde los ingredientes eran administrados por
separado, se obtuvo un consumo promedio 18,17 kg Ms dia™.

El contenido ruminal total humedo fue de 89,75 kg, con un volumen liquido del
rumen de 76,50 | y con un contenido ruminal del3,25 KgMS Maekawa et al. (2002),
valores similares a los reportados por Penner et al. (2009).

Si los tratamientos, contenian 94,25 y 90,12 mm | 1 de AGV en el liquido ruminal y
suponiendo que las vacas en promedio tienen 80 | de volumen de liquido ruminal, la
concentracion de AGV seria de 7,54 y 7,20 mol para RCM sub y RCM ens,
respectivamente.

Por otro lado, si se utiliza la regresion lineal propuesta por Sutton et al. (2003) para
la produccion total diaria de AGV, los tratamientos producirian 84,88 y 80,73 mol AGV
dia™ para RCM sub y RCM ens, respectivamente.

Si bien la regresion lineal propuesta por Sutton et al. (2003) fue realizada en vacas
con un volumen ruminal de 60 litros, ésta permite aproximar a una produccién diaria de
AGV, pero el autor sostiene que en vacas que consumen mas de 25 KgMS dia™ de
RCM se subestima la produccion total diaria de AGV.

Reflexionando, si los AGV presentan una tasa de absorcién en rumen de 2 mol h?,

en 24 h se absorberian 48 mol dia™ en rumen y con una tasa de pasaje del rumen de 1
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mol h en 24 horas, pasarian 24 mol dia™al tracto gastrointestinal posterior y la
neutralizacion por el sistema bicarbonato-fosfato seria de 32 mol H*dia™.

Si se considera que son valores maximos para absorcion, pasaje y neutralizacion, a
mayores producciones diarias de AGV en el rumen, el animal se acercaria al limite de
los mecanismos fisiolégicos para contrarrestar los valores de pH observados en
producciones diarias de AGV superiores a 104 mol de AGV dia™.

En este trabajo hubiera sido conveniente medir concentracion de AGV a la hora 0, y
luego a diferentes horarios, para entonces poder determinar produccién y no mera
concentracion de AGV.

En el estudio realizado por Penner et al. (2009) encontraron que dos dietas, alta y
baja en concentrados, presentaron la misma tasa de absorcién (23,4 % h™) y de
pasaje (9,6 % h™) para AGV, a pesar de haber presentado valores de pH de < 5,8 por
376 min dia * y 10 min dia ™.

Para Penner et al. (2009) el metabolismo de la célula ruminal no presento
diferencias en la expresién de los genes encargados de la absorcion y metabolismo de
los AGV.

Las vacas con alto concentrado tuvieron menor expresion de genes de activacion
de AGV, cetogénesis y metabolismo de piruvato, que las vacas de bajo concentrado.

Ademas, evaluaron los genes encargados de mantener el pH intracelular del
epitelio ruminal y no encontraron diferencias en la expresion génica.

Los tratamientos RCM sub y RCM ens presentaron mas de tiempo por debajo de
pH < 6, que lo descripto por Penner et al. (2009), la absorcion, el metabolismo y la
regulacion del pH en el epitelio ruminal, no se afecta por presentar 376 min dia * de
pH < 6.

El efecto de periodos mas prolongados de pH < 6 es incierto en cuanto a la
expresion génica de los genes que regulan la absorcion y metabolismo de AGV.

Las concentraciones de N-NH; observadas fueron para RCM sub 33,17 mg dIy la
RCM ens 30,49 mg dI™,

La concentracion minima de N-NH; para una adecuada sintesis de proteina
microbiana es de 5 mg dI™ en dietas fibrosas (Satter et al., 1974) y para obtener la tasa
maxima de degradacién de la MS, se requiere una concentraciéon de 23,5 mg dI* N-
NHs; (Mehrez et al., 1977).

Ambos tratamientos, presentaron valores superiores a los minimos requeridos para

la sintesis microbiana y un valor superior al méximo para la degradacién de la materia
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seca, a pesar de presentar concentraciones diferentes de urea en las RCM (RCM sub
0,4 % y RCM ens 0,8 %) los valores de N-NH; fueron similares.

En ensayos donde se compararon cantidades crecientes de urea en la dieta con
diferentes porcentajes de proteina bruta, se encontr6 que a medida que aumenta la
urea y la concentraciéon de PB en la dieta, también lo hace el N-NHz; en el liquido
ruminal (Kang-Meznarich; Broderick, 1980; Boucher et al., 2007).

Sin embargo, ambos autores encontraron que concentraciones de N-NHs; mayores
a 13,6 y 17,4 mg dI'*, se asociaron a una menor sintesis de proteina microbiana por
gramo de MO degradada.

Por otra parte, Mehrez et al. (1977) encontré que con valores superiores de 23,5 mg
dI* N-NH; la degradacion de la MS llega a una meseta.

En cambio, Kang-Meznarich; Broderick, (1980) y Boucher et al., (2007) trabajando
sobre la digestibilidad de la MS.

Observaron que a medida que la concentracion de N-NH; aumentaba, la
digestibilidad de la MS se mantenia constante, entre los valores de 8,5 a 28 mg diI* N-
NHs.

Pero la sintesis de proteina microbiana disminuia a medida que aumentaba la
concentracion de N-NHg, los valores donde comenzé a disminuir la sintesis de proteina
microbiana fueron de 12 y 13 mg dI* N-NH.

En este trabajo, como se expreso6 en el ensayo | la DMS fue similar para los dos
tratamientos y la concentracion de N-NH; superior a los 30 mg dI*', lo que hace
suponer que la sintesis de proteina microbiana no alcanz6 su méximo nivel de
expresion.

En el tratamiento RCM sub se analizé la cinética de digestién de la FDN de la
raicilla de cebada y para la RCM ens el ensilaje de planta entera de maiz, que eran los
componentes de las RCM que mas FDN aportaban.

El ensilaje de planta entera de maiz presentdé mayor degradacion potencial, mayor
fraccion soluble y mayor “lag time” de la FDN, que la raicilla de cebada (P< 0,05).

Esto fue estudiado por Grant; Mertens, 1992 b; Fernandez et al., 2003; Ouellet et
al., 2003; Boucher et al., 2007; Rossi et al., 2010, quienes encontraron resultados
similares de cinética de digestién de la FDN, en ensayos in vivo e in vitro.

En el presente trabajo, se observé una menor fraccion soluble de la raicilla de

cebada que en el estudio de Swain; Armentano (1994).
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En cuanto a la tasa de degradacion, se observl una tendencia a ser menor y un
“lag time” mayor para la FDN de ensilaje de planta entera de maiz que para la FDN de
raicilla de cebada.

En el estudio realizado por Grant; Mertens (1992 c) una menor tasa de degradacion
y mayor “lag time” estuvo asociado a un pH menor a 5,8.

En este trabajo las vacas alimentadas RCM ens el pH permanecioé 10,6 horas por
debajo de 6 y en las vacas alimentadas con RCM sub esa situacion se prolongd por
15,16 horas.

Los resultados de la cinética de digestibn muestran que los valores de los
parametros son mas bien un efecto de las caracteristicas intrinsecas de la fibra antes
de que efectos diferenciales de pH.

Si se considera la degradacion efectiva de la FDN a una tasa de pasaje de 2,7% h -
(36 h), la raicilla de cebada presenté una tendencia (P = 0,10) a ser mayor que el
ensilaje de planta entera de maiz (38,81 % y 28,66% DEFDN).

Bajo las condiciones de ambiente ruminal, dadas por las RCM, la FDN de raicilla de
cebada y del ensilaje de planta entera de maiz, presentan patrones de cinética de
digestion similares.

El modelo utilizado para describir el tracto gastrointestinal, fue de dos
compartimientos uno mezcla y el otro tubular. El tiempo de retencion en reticulo rumen
fue de 39,6 y 36,4 h para RCM sub y RCM ens, respectivamente.

La FDN del alimento para desaparecer del rumen necesita de dos procesos: una
hidrdlisis enzimatica de los microorganismos ruminales y el pasaje hacia el intestino.
Estos dos factores combinados determinan la degradacion de la FDN.

El uso de fibra marcada con cromo torna a la fibra indigestible, Unica manera de
impedir la digestion enzimatica permitiendo su paso del reticulo rumen hacia el
compartimiento tubular (omaso, abomaso e intestino delgado y grueso).

Para Fernandez (1985), si un marcador es digestible, la velocidad de pasaje se
sobrestima, ademas, sostiene que no tiene sentido hablar de velocidad de pasaje de
un marcador digestible, por lo tanto la velocidad de pasaje de solidos son aplicados a
marcadores indigestibles.

Aunque esta ventaja puede afectar la cinética de pasaje del marcador, una mayor
densidad y una menor digestibilidad puede hacer que el material se comporte de forma
diferente a la FDN no marcada (Desbordes; Welch, 1984; Kaske et al., 1992).
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El tiempo de retencion en reticulo rumen de 39,6 a 36,4 h fue similar a otros
trabajos donde se alimentaron con RCM a vacas lecheras (Teimouri Yansariet al.,
2004; Zhang et al., 2010).

Sin embargo, Yang; Beauchemin (2006) encontraron que a medida que la fibra
efectiva era més alta en las RCM, la tasa de pasaje aumenta con respecto a las RCM
con fibra efectiva mas baja (26 a 22 h).

Aseveraron, que la tasa de pasaje se relaciona mas con la fibra efectiva que
contienen las RCM, que con el tamafio de particula de los alimentos empleados en las

mismas.

5.2. Segunda parte: ensayo in vitro.

Los sistemas in vitro de fermentadores de doble flujo continuo permiten controlar
tasas de pasajes para sélidos y liquidos, simular condiciones establecidas de ambiente
ruminal y evaluar el efecto de los microorganismos ruminales sobre las dietas, entre
otras.

Ademas de ofrecer una alternativa al uso de animales en ensayos debido a que las
normas sobre el bienestar son cada vez mas exigentes.

En el ensayo lll, las RCM presentaron similares caracteristicas de digestibilidad y
ambiente ruminal, al comparar las tasas de digestion de RCM sub y RCM ens,
presentaron patrones similares de sus distintos componentes (Tabla 16).

Los fermentadores de doble flujo continuo permiten un control mas preciso de las
tasas de pasajes de liquidos y sdlidos (Hoover et al., 1984; Schadt et al., 1999).

Sin embargo, el efecto que producen las tasas de soélidos y liquidos sobre la
digestibilidad de los componentes de las dietas depende del pH.

La FDN es el componente que mas se afecta por el pH menor a 6, con tasas de
pasajes de liquidos menores a 10 % h™ y con tasas de pasajes de sélidos constantes
de 5 % h*, la digestibilidad de la FDN disminuye si el pH baja de 6 (Hoover et al.,
1984; Calsamiglia et al., 2002).

En estos sistemas la digestibilidad de la MS y de la FDN aumenta, a medida que lo
hace el tiempo de retencion de sélidos entrando en una meseta a partir de las 28
horas de retencion (Crawford et al., 1980; Hoover et al., 1982; Schadt et al., 1999).

En el estudio realizado por Crawford et al. (1980) sostienen que in vivo se podria
alcanzar la digestibilidad optima de la MS, cuando la tasa de pasaje de sélidos es
entre 3,3y 4,5 % h™y la de liquido entre 11y 15 % h™.
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En el presente estudio la tasa de pasaje utilizada fue de 9,5 y 4,66 % h™ para
liquidos y sélidos, se podria inferir que la digestion de la materia seca pudo estar cerca
de su potencial.

En fermentadores, el efecto del pH, sobre la degradabilidad de la FDN ha sido
atribuido a diferentes condiciones.

Entre otras, la reduccion de pH impide la adhesiéon de las bacterias celuloliticas
sobre las particulas del alimento (Cheng et al., 1980).

Ademas, se produce un aumento del gasto metabdlico de las bacterias al eliminar
protones disminuyendo la tasa de replicacion y por efecto de lavado en el aumento de
tasa de pasaje de liquidos disminuye la poblacion de bacterias celuloliticas (Russell;
Dombrowski, 1980).

En el trabajo de Calsamiglia et al. (2002), comparan efectos del pH menor a 6
unidades por periodos de horas diarias, y encontraron que la degradabilidad de la MS
y FDN se afecté cuando el pH fue menor a 6 durante todo el dia, al compararlo con
ciclos de pH menor a 6 durante 4 horas y a pH mayor a 6 durante todo el dia.

Por otro lado Calsamiglia et al. (2002) y Sauvant et al. (1999) sostienen que, en
ciclos menores a 4 h dia™ de pH menor a 6, su efecto es insignificante sobre el perfil
de fermentacion ruminal.

Ambos tratamientos permanecieron menos de 4 horas a pH < 6 (Tabla 15), a
diferencia de lo observado en el ensayo |l que permanecieron méas de 10 h dia™ a un
pH < 6 (Tabla 9).

El efecto del pH sobre la degradacion de los componentes de las RCM en los
fermentadores no se evidencio.

La concentracion de AGV fue de 84,93 y 86,18mmol |'para RCM sub y RCM ens,
similares a otros estudios realizados en fermentadores de doble flujo continuo (Hoover
et al., 1982; Schadt et al., 1999; Griswold et al., 2003).

Aunque la concentracion total fue inferior para ambos tratamientos al compararlo
con lo observado en el ensayo |l.

Crawford et al. (1980) observdé que a medida que la tasa de pasaje de liquidos
aumenta y la tasa de soélidos disminuye, la produccién de AGV aumenta.

Ademas, encontrd que la maxima produccion de AGV se produce a tasa de pasajes
sélidos de 4,5 % y de liquidos de 11 %, similares a las empleadas por el presente

trabajo.
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La relacion acético:propionico fue similar para los tratamientos bajo las condiciones
in vitro, coincidente con la relacion acético:propiénico observada en el ensayo I,
aunque las proporciones milimolares observadas fueron superiores en este ultimo.

La concentracion de N-NH; fue similar entre los tratamientos para RCM sub y RCM
ens (8,90 y 7,90 mg dI'"), valores similares fueron reportados en otros estudios
(Hoover et al., 1982; Griswold et al., 2003).

En fermentadores la concentracion de N-NH; se ve afectada por el tiempo de
retencion de solidos, a medida que esta aumenta se incrementa la concentracion
(Hoover et al., 1982; Schadt et al., 1999).

A pesar de tener dos concentraciones diferentes de urea y con similar
concentracion de PB en las RCM, no se observd un incremento en la PDR,
presentando valores semejantes para RCM sub y RCM ens (Tabla 16).

La adicion de urea y nivel de PDR en las dietas, demostraron aumentos sobre la
digestién de MS, MO y FDN (Griswold et al., 2003).

En términos generales, la eficiencia de sintesis de proteina microbiana ronda entre
los valores de 20 a 30 g N kg MO™ verdaderamente digestible (Hoover et al., 1982;
Calsamiglia et al., 2002; Griswold et al., 2003), pero esta eficiencia de sintesis puede
estar afectada por el pH y la tasa de pasaje de liquidos.

En general, a pH éacidos y a tasa de pasaje de liquidos bajas de 4,5 % h™ la
eficiencia de sintesis aumenta, y cuando la tasa pasaje de liquidos aumenta y el pH se
mantiene acido, la eficiencia disminuye.

A pH neutros la eficiencia de sintesis se mantiene constante, aunque se aumente la
tasa de pasaje de liquidos (Hoover et al., 1982).

Para Calsamiglia et al., (2008) observaron que a tasas de pasajes de liquidos y
sélidos fijas (10 % h™ y 5 % h™) con rangos de pH de 4,9 a 7 la eficiencia de sintesis
microbiana se mantiene contante.

Dado que en el presente trabajo las tasas de pasajes de liquidos y sélidos utilizadas
fueron similares a las de Calsamiglia et al., (2008) y que el pH se situé dentro de los
rangos citados por ellos, es muy probable que la eficiencia de sintesis de proteina
microbiana no se haya afectado.

La concentracion energética de las RCM determinado en fermentadores es inferior
a la DIVMS utilizando un incubador DAISY Il (ANKOM Corp., Macedon, New York),
segun Van Soest (1994a), esto es debido principalmente al tiempo de retencion de

solidos que en los fermentadores fue de 21,4 h'y en la DIVMS es de 48 h.
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Por lo tanto, su comparacion debe ser limitada, debido a lo dicho y al efecto de
otras variables.

Solo se puede hacer comparacion entre métodos, si se tienen en cuenta las
principales variables y el control que se tienen de ellas en los distintos métodos. Cada
una de ellas se puede ajustar teniendo en cuenta el objetivo de trabajo y la finalidad de

la inferencia generada.

5.3. Tercera parte: puntos en comun de ensayos  in vivo e in vitro.

El desarrollo de los ensayos para comparar los tratamientos sobre los animales, los
fermentadores y sus respectivas respuestas permiten evidenciar algunas cuestiones
gue se discuten a continuacion.

La digestibilidad de la MS de los alimentos y su conversion en productos de origen
animal es uno de los objetivos de todo productor.

Las RCM son herramientas que poseen los sistemas productivos para ser
empleadas en condiciones continuas o discontinuas lo largo de un ciclo productivo.

El uso de subproductos agroindustriales en produccion animal en Argentina, va a
ser cada dia mas creciente, principalmente por el avance de la agroindustria en zonas
del pais donde aun la actividad es incipiente.

El interés que presentan las agroindustrias, los intermediarios comerciales y los
productores por conocer las caracteristicas nutricionales de los subproductos
agroindustriales, motivo a plantear los objetivos de la presente tesis.

Se puede observar que segun como se evalle se encuentran diferentes resultados.

La digestibilidad de la MS tedrica de las RCM era de 72 % y present6é una DIVMS
de 66,14y 67,33 %.

Al realizar el balance energético 0 %, para el consumo observado, la DIVMS
deberia ser de 53,94 y 54,42 %, para RCM sub y RCM ens, respectivamente.

Al observar los resultados de la digestibilidad de la MS en los fermentadores para
RCM sub y RCM ens (55,06 y 56,82 %) se acercan al valor de digestibilidad MS para
un balance energetico 0 %.

Es muy dificil establecer cuales son los motivos exactos de tales diferencias en un
sistema tan complejo como el aparato digestivo de los rumiantes, pero se puede, en
base a los resultados obtenidos hacer algunas interpretaciones.

El primero es en relacion al consumo de materia seca, el principal factor que afecta

la digestibilidad, si se considera al aparato digestivo como un sistema tubular con una
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capacidad definida de volumen, cuando este volumen es superado por el consumo,
aumenta el pasaje del alimento a través del mismo.

El tiempo que es retenido el alimento dentro del sistema digestivo afecta la
digestibilidad del mismo. Es evidente que la digestibilidad de la MS depende de la tasa
de digestién y de la tasa de pasaje.

El constituyente de los alimentos que mas se afecta por la tasa de pasaje es la
FDN, esto es debido a que su tasa de digestibn depende de mecanismos de la
microflora ruimal e intestinal (adhesion, hidrélisis enzimética, metabolismo de los
compuestos hidrolizados).

Si la tasa de pasaje es mas rapida que la capacidad de los microorganismo para
colonizar, multiplicarse y degradar la FDN, ésta ve afectada su digestibilidad.

Por lo tanto, en las RCM donde la FDN rondo los 39 % de la MS es un factor
importante en la digestibilidad potencial de la MS.

Las respuestas metabdlicas, productivas y de ambiente ruminal de las vacas fueron
similares.

Esto es debido, a que las RCM fueron formuladas en concentraciones iso
enérgeticas y iso proteicas, pese a, que los alimentos que las componian, eran de
origen y calidad muy diferentes.

En relacion al supuesto de que la digestibilidad de la FDN de la RCM sub deberia
ser superior a la de RCM ens, principalmente por el origen diferente de la FDN.

Al comparar la degradabilidad de la FDN de las RCM en los fermentadores
presentaron la misma degradacion.

Sin embargo, el efecto que méas debe haber afectado la digestibilidad de la MS in
vivo es el pH.

El tiempo que las vacas presentaron por debajo de pH < 6 super6 lo recomendado
para estudios in vivo e in vitro sobre digestibilidad de FDN.

Por lo cual, es muy probable que la respuesta productiva de las vacas haya sido
afectada por el pH.

Los resultados obtenidos de pH y de tasas de pasajes de liquidos y sdlidos en los
fermentadores, son las recomendadas para encontrar la maxima digestibilidad de los
alimentos.

En las vacas las tasas de pasajes de solidos observadas de 2,6 % h™ y con un
tiempo de mas de 10 h con un pH < 6, se podria inferir que la digestibilidad de la MS
no fue la méxima esperada, esto es especulativo, ya que la Unica evidencia de esto es

el balance energético estimado.
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Sin embargo, algo de destacar, es que la digestibilidad de la MS en varios estudios
(Crawford et al., 1980; Hoover et al., 1982; Schadt et al., 1999) a partir de 30 h de
retencién de sdlidos, presenta una meseta que en términos de tasas de digestion.

Se puede entender de la siguiente manera: antes de las 30 h las tasas de digestion
son mas altas, es decir, las pendientes son mas altas.

Posterior a las 30 h donde las pendientes son mas bajas, las curvas de digestion se
ajustan mas a una ecuacion no lineal que lineal.

Sin embargo, para describir la digestibilidad, la mayoria de los modelos
matematicos utilizados son lineales, donde las pendientes son constantes, esto es
debido a que los métodos lineales son méas simples de aplicar.

En teoria, la digestibilidad es la proporcidon de un nutriente ingerido que es digerido
y absorbido.

No obstante, ya que es imposible recoger y medir lo que se digiere y se absorbe
desde el alimento, cualquier fraccion de la alimento que no aparece en las heces (es
decir, desaparece durante su paso a través del tracto digestivo) puede considerarse
digerido y absorbido.

Asi, la digestibilidad la podemos definir como la porcién que no se excreta en las
heces y que se supone que tiene haber sido absorbido por el animal.

La digestion incompleta de los alimentos en el tracto gastrointestinal, representa la
principal pérdida de nutrientes durante la utilizacién de la racién por el animal y es

también la principal fuente de variacion del valor nutritivo de una racion.



72

6. CONCLUSIONES.

La utilizacion de subproductos agroindustriales, en RCM tuvo el mismo nivel
productivo que en vacas lecheras alimentadas con una racién en base a ensilaje de
planta entera de maiz. Por lo tanto, la hipétesis planteada en el presente estudio se
rechaza.

La energia metabolizable de las raciones evaluadas en fermentadores de doble
flujo continuo fue similar en ambos tratamientos. Esta situacion puede deberse a que
la digestibilidad de la FDN de las RCM no vario.

Los bajos valores de pH pueden haber contribuido a la baja digestibilidad aparente
de ambas RCM.

IMPLICANCIAS

La proyeccion sobre la utilizacion de subproductos agroindustriales en raciones
completamente mezcladas para vacas lecheras es muy positiva, debido principalmente
al alto costo de reciclado que posee para las agroindustrias y el impacto ambiental que
poseen los subproductos agroindustriales para la sociedad.

Sin embargo, estudios complementarios sobre el aporte de fibra efectiva y niveles

de inclusion en las raciones de los subproductos agroindustriales son necesarios.
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7. APENDICE |

7.1. Estimacién del balance energético y proteicod e las vacas.

7.2. Formulas utilizadas para el calculo de total d e nutrientes digestibles de las
raciones completamente mezcladas.

Para estimar la energia digestible (ED) de las RCM, se multiplicé la energia bruta
(EB) de cada RCM por los resultados de digestibilidad aparente de materia seca
(DaMS) del laboratorio por DAISY (DaMS %, 66,14 RCM sub y 65,26 RCM ens) y los
resultados obtenidos de los fermentadores (DaMS %, 55,06 RCM sub y 56,82 RCM
ens). Los valores teéricos de EB fueron: para proteina bruta (PB) EB 5,7 Mcal kg™,
hidratos de carbono (HDC) EB 4,2 Mcal kg'y extracto etéreo (EE) EB 9,5 Mcal kg™
segun valores descriptos por NRC (2001).

HDC= 100 % - (PB % + EE % + cenizas %)

EB=[(PB x 5,7) + (EE x 9,5) + (HDC x 4,2)]

ED = EB x DaMS

Para estimar los valores de TND, se utilizé la ED dividido por la EB de cada RCM.
Donde energia digestible (ED), total de nutrientes digestibles (TND), energia
metabolizable (EM) y energia neta de lactancia (ENI).

ED (Mcal KgMS™) = 0,04409 x TND (%). Por lo tanto:

TND (%) = ED (Mcal KgMS™) / EB de cada RCM

EM (Mcal kg™?) = 1,01 x ED (Mcal kg™?) — 0,45

ENlrem (Mcal kg™t) = 0,0245 x TND (%) - 0,12
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7.3. Férmulas utilizadas para estimar el consumo de materia seca y los
requerimientos energéticos de las vacas.

El consumo de materia seca fue estimado con la ecuacién propuesta por el NRC

(2001), con el fin de comparar el consumo observado en el ensayo.

Consumo MS (kg Dia™®) = (0,375 x LGC + 0,0968 x PV %) x (1-e (0.192X(SEML+367))

Donde LGC, es leche grasa corregida y SEML es semana de lactancia. Para los
calculos se utilizé 33 semanas y la produccion de leche (PDL) con una concentracion
de grasa en leche de 3,4 % (este valor se asume).

LGC (I dia™) =0,4 x PDL + 15 x (3,4 % / 100) x PDL

Para estimar el Consumo de MS para mantenimiento (CMSm), que es la ingesta
necesaria para cumplir con los requerimientos de mantenimiento, se utilizo la siguiente
formula.

CMSm (KgMS dia™) = totalTND / (0,0035 x PV *7)

TotalTND es % de TND de las RCM sub y RCM sub.

Para ajustar los TND de la RCM sub que presenté mas de 3% de EE, se utilizé la

siguiente ecuacién (para el RCM ens no aplica debido a que el EE es <3%).
Digestibilidad grasa (DG) = EE% - 1
TNDadj (%) = TNDgeta— (((EE% - 3) x (DG / EE%) x 2,25)
TNDconc (%) = TNDadj / ((100 - (EE% - 3)) / 100
Para estimar la depresion de la digestibilidad en TND que sucede por arriba del
nivel de mantenimiento, se utilizé el descuento variable (DV). Cuando el DV es <0y

los TND < 60 % el DV de considera 1, cuando es mayor a estos dos indices se aplica

el descuento (D).
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DV = ((0,18 x TDNconc) -10,3) x CMSm - 1

D= (TNDconc - DV) / TNDconc

Para el tratamiento RCM ens se consideré TNDconc como el % TND de la MS.

Para TND actual (TNDact) por incremento de consumo por encima de

mantenimiento, aplicado al tratamiento RCM sub se calcul6 de la siguiente forma.

TNDact (%) = TND (%) x D

La estimacion de cada RCM de la energia metabolizable y de la energia neta

lactancia para el nivel de consumo observado, depende del % EE de cada RCM.

Para RCM sub EE > 3%:
DiscED (Mcal KgMS™) = 0,04409 x TNDact (%)

Energia Metabolizable (EMng) (Mcal KgMS™) = (1,01 x DiscED) - 0,45 + (0,0046 x
(EE% -3))

Energia neta lactancia (Mcal KgMS™) = (0,703 x EMng) — 0,19 +((((0,097 x EMng) +
0,19) / 97) x (EE% - 3)

Para RCM ens EE< 3%:

DiscED (Mcal KgMS™)= 0,04409 x TNDact (%)

Energia Metabolizable (EMng) (Mcal KgMS™) =(1,01 x DiscED) — 0,45

Energia neta lactancia (Mcal KgMS™) = (0,703 x EMng) — 0,19

Para estimar de cada RCM el aporte total en energia de la dieta por dia:

ENI total (Mcal dia™) = Consumo MS kg dia™ x ENlgcy (Mcal kg™)
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Las necesidades energéticas de las vacas se calcularon de forma factorial
considerando mantenimiento, produccion, gestacion y cambio de peso vivo a partir de

las recomendaciones del NRC (2001) para energia neta de lactancia (ENI).

Las necesidades de energia neta de mantenimiento (EN,,) se calcularon en funcion

del peso vivo (PV).
EN,, (Mcal dia™) = 0,080 x (PV-PC)%"
Peso del ternero gestante (kg) = PC = (18 + ((Dp — 190) x 6,665)) x (PVN / 45)

Se considerd 120 dias de prefiez (Dp) y un peso al nacimiento del ternero (PVN) de

45 kg, donde el peso del ternero gestante es de 24,65.

Las necesidades de produccion de leche se calcularon en funcion de la energia
neta de la leche (ENiche) @sumiendo para su estimacion que las vacas produjeron un
contenido de proteina 3,53 % y 3,4 % de grasa. Para obtener el requerimiento diario
de energia neta para la produccion se multiplico por la correspondiente produccién

diaria de leche (PDL), obteniendo energia neta de produccion de leche (ENp).

ENeche (Mcal kg de leche™) = (0,0929 x grasa (3,4%)) + (0,0547 x Proteina bruta
(3,53%) /0,93] + 0,192

EN, (Mcal dia™*) = Enleche x PDL

Las necesidades de energia neta de la gestacion (ENges) se consideraron nulas
antes de los 190 dias de gravidez. Se considerd 200 dias de gestacion y se utilizd la

siguiente ecuacion.
ENges (Mcal dia™*) = [(0,00318 x Dp - 0,0352) x (PVN /45)]/0,14

Donde Dp representa los dias de prefiez y PVN es el peso vivo del ternero al
nacimiento en kg (se consider6 un peso de 45 kg).
Para las necesidades energia neta de cambio de peso (ENgy), se utilizaron los

valores energéticos (ENI Mcal kg™) de depésito o movilizacion de 1 kg de peso de
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cuerpo vacio de una condicion corporal 3 (5,34; 4,68), respectivamente. El peso vivo
se ajusta al peso del cuerpo vacio (PCV).

PCV (kg) = 0,817 x peso vivo (kg), por lo tanto PCV (kg) = 0,817 x cambio de peso
vivo (kg)

El balance energético fue calculado con la siguiente ecuacion.

Balance energia neta lactancia (Mcal dia™) = ENl total - ( ENj,+ ENp + ENges + ENg)
En el ensayo las vacas perdieron peso por lo que la ecuacion fue.

Balance energia neta lactancia (Mcal dia™) = ENl total - ( ENy+ ENp + ENges - ENg)
En la tabla I, se presenta los valores utilizados para estimar el balance energético

de las vacas segun lo descripto. Se utilizé los resultados de digestion aparente de la

materia seca obtenida en Daisy y en fermentadores de doble flujo continuo.
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Tabla I. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre la digestibilidad aparente de
la materia seca y el balance energético estimado segun Nutrient Requirements of Dairy
Cattle, NRC (2001) comparando los ensayos | y Ill.

DAISY FDFC?
RCM® RCM® RCM RCM
sub ens sub ens
Peso vivo promedio de las vacas, Kg 572,81 598,72 572,81 598,72
Produccion de leche, | dia™ 25,96 24,88 25,96 24,88
Total nutrientes digestible, % MS 66,14 67,33 55,06 56,82
Consumo de MS para mantenimiento, KgMS dia™ 16,14 15,89 13,44 13,41
Consumo de MS, KgMS dia™ 24,82 24,15 24,82 24,15
Consumo MS sobre mantenimiento 1,54 1,52 1,85 1,80
TNDad;j 65,55 54,47
TNDconc 65,80 67,33 54,68 56,82
Descuento variable 0,83 0,95 -0,39 -0,06
Descuento 0,99 0,99 1,00 1,00
TNDact 64,97 66,38 54,68 56,82
Energia Digestible, Mcal KgMS™ 283 293 238 250
Energia Metabolizable, Mcall KgMS‘l 2,41 2,51 1,95 2,08
ENI, Mcal KgMS™ 1,66 1,57 1,33 1,27
Aportes dieta ENI, Mcal dia™ 41,27 37,95 32,97 30,72
Energia Neta de mantenimiento, Mcal dia™ 9,06 9,38 9,06 9,38
Energia Neta de gestacion, Mcal dia* 4,29 4,29 4,29 4,29
Energia Neta de la leche, Mcal dia-1 0,73 0,73 0,73 0,73

Energia Neta de produccién de leche,

Mcal kg de leche™ 18,84 18,06 18,84 18,06

Requerimientos totales ENI, Mcal dia® 32,92 32,46 32,92 32,46
Cambio de peso de cuerpo vacio, kg dia™ -0,04 -0,51 -0,04 -0,51
ENI movilizada, dia™ 023 291 023 291
Balance de Energia Neta lactancia, Mcal dia* 8,59 8,41 0,28 1,18
Exceso de energia (%) 21% 22% 1% 4%

a. Fermentador de doble flujo continuo. b, Racion completamente mezclada
subproductos. ¢, Racion completamente mezclada ensilaje. Valores estimados segun
Nutrient Requirements of Dairy Cattle, NRC (2001).
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7.4. Férmulas empleadas para los requerimientos pro  teicos de las vacas.

Para el célculo de necesidades de proteina se considerod lo recomendado por NRC
(2001). Se define como proteina metabolizable, a la proteina absorbida en el intestino
y es una suma de la aportada por la proteina microbiana y la proteina no degradada
del alimento, ambas corregidas por su correspondiente digestibilidad.

Para proteina metabolizable de mantenimiento (PMm) se determina en funcién de
proteina enddgena urinaria, la proteina de la piel y pelos, la proteina fecal y la proteina
procedente del resto de las secreciones enddgenas. EL peso vivo (PV) y el consumo
de materia seca (CMS) se expresan en kg y la proteina metabolizable bacteriana en g

de PMyaceriana- El total nutrientes digestibles se ajusta por la ingestion (TNDact).

PMm (g dia™®) = (4,1 x (PV-PC)**°)+ (0,3 x (PV-PC)*®) + ((30 x CMS (kg)) - 0,5 x
((PMbacteriana / 018) - PMbacteriana)) + PMendOfeq

Peso vivo vaca (kg) = PV

Peso del ternero gestante (kg) = PC

Requerimientos de proteina endégena de PM en PMendoreq = MPENdo/0,67

Proteina metabolizable enddgena (g dia™) = PMengo = 0,4 X EndCP

Proteina cruda enddgena (g dia™) = EndCP = 11,8 x CMS (kg)

PMpacteriana = 0,64 x PCMtotal

PCMtotal = 0,13 x (TNDact % x CMS g)

Rendimiento total microbiano = PCMtotal

Las necesidades de proteina metabolizable de gestacion (PMy) se calculd para
vacas de 120 dias de prefiez (Dp) con una eficiencia de utilizacion para gestacion de

33 %. El peso de vivo de nacimiento del ternero (PVN) es de 45 kg.

PM, = (((0,69 x D, ) — 69,2) x (PVN/ 45)) / 0,33
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Los requerimientos de proteina metabolizable de lactacion (PM,) se calcul6 a partir
de la proteina neta presente en la leche, asumiendo una eficiencia de conversion de
PM a proteina neta del 67 %. Para produccion de proteina lactea (Yprot) en kg dia™,

se asumi6 que un kg de leche requiere 0,0353 de proteina.

PM,(g dia™) = (Yprot/ 0,67) x 1000

El NRC (2001) considera que para conocer la proteina metabolizable que proviene
de la pérdida de peso primero hay que estimar la proteina metabolizable de

crecimiento, que se aplica a todas las categorias.

Proteina neta crecimiento (PNc) (g dia™) = 1 (kg) x (268 — (29,4 x (5,34 / 1(kg) )))

Se asume 1 kg de ganancia de peso y una energia retenida de 5,34 que
corresponde a una condicion corporal de 3.

Como el peso reducido es mayor a 478 kg, se aplicé el coeficiente de eficiencia de
utilizacién de la proteina neta (EffPM_NPg) es usada para ganancia de peso
(EffPM_NPg = 0,28908).

Proteina metabolizable crecimiento (PMc) (g dia™) = PNc/0,28908

Si el animal est& perdiendo peso, la proteina proporcionada por el catabolismo se

calculd con la siguiente ecuacion:

Proteina metabolizable de pérdida de peso (PMgp) (g dia™®) = (-1 x pérdida de peso
(kg)) x PMc x 0,67

El balance de proteina metabolizable se realizé con la siguiente ecuacioén:
Balance proteina metabolizable (g dl'a'l) = (((PMalimento + PMpacteriana + PMendo) —
(PMm+ PMg + PM_- PMpp)

Donde:

PMalimento = Total digerido de PNDR = PNDRsuministrada / 0,8

Necesidades proteicas en el rumen.
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El NRC (2001) establece que en funcion de las caracteristicas de la racién se
puede expresar la proteina degradable en rumen (PDR) y la proteina no degradable en
rumen (PNDR) como porcentaje del total de proteina bruta del alimento. Se consider6

una digestibilidad intestinal media de la PNDR del 80 %.
PDR requerida (g dia™) = 0,15294 x (TNDact (%) X CMS (kg) X 1000)
PDR suministrada (g dl'a'l) = (CMS (kg) x 1000 X PBgjimento%0) X PDR %
Balance PDR (g dia™) = PDR suministrada - PDR requerida
PNDR suministrada (g dl'a'l) = (CMS (kg) x 1000 X PBajimento%0) - PDR suministrada

PNDR requerida (g dl'a'l) = (total proteina bruta requerido — ( PMpacteriana + PMendo )) /
0,80

Balance PNDR (g dia™)= PNDR suministrada — PDR requerida
Proteina bruta requerida (g dia™) = PNDR requerida + PDR requerida

Para los calculos se asumieron los % de PDR y PNDR tedricas de cada RCM. Para
realizar el balance proteico con los datos del ensayo Ill, se utilizd la digestibilidad
aparente de la PB de cada RCM.

En la Tabla Il, se muestran los resultados del balance de proteina del ensayo | vy el
ensayo |lll FDFC, donde se comparan las distintas digestibilidades ruminales para la
proteina bruta del alimento. En el ensayo | se asume la digestibilidad teorica y en el

ensayo lll la observada para la proteina.
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Tabla Il. Efecto de dos dietas RCM sub y RCM ens, sobre la digestibilidad de la
proteina bruta y el balance proteico estimado segun Nutrient Requirements of Dairy
Cattle, NRC (2001) comparando los ensayos | y Ill.

Ensayo | FDFC?

RCM RCM RCM RCM

sub® ens® sub ens
Peso vivo promedio de las vacas, Kg 572,81 598,72 572,81 598,72
Produccién de leche, | dia™ 25,96 24,88 25,96 24,88
TNDact 64,97 66,38 54,68 56,82
Consumo de MS, KgMS dia™ 2482 24,15 2482 24,15
Alimento Proteina Bruta, % MS 17,1 16,5 17,10 16,50
Aporte dietario PB, g dia™ 424422 3984,75 4244,22 3984,75
Cambio de peso vivo, kg dia™ -0,05 -0,62 -0,05 -0,62
Proteina neta crecimiento, g dia™ 111,00 111,00 111,00 111,00

Proteina metabolizable crecimiento, g dia ™ 383,99 383,99 383,99 383,99
Proteina metabolizable del alimento, g dia® 1757,70 1138,14 2161,84 2127,22

Proteina metabolizable bacteriana, g dia® 1341,60 1333,86 1129,09 1141,67
Proteina metabolizable endégena, g dia™ 117,15 113,99 117,15 113,99
Proteina metabolizable mantenimiento, g dia® 860,94 839,70 887,50 863,72
Proteina metabolizable gestacion, g dia® 208,48 208,48 208,48 208,48
Proteina metabolizable lactacion, g dia® 1355,96 1299,81 1355,96 1299,81
F;r(()jti(:lTa metabolizable de pérdida de peso, 1286 16002 12.86 16002
Balance proteina metabolizable, g dia* 803,93 398,02 968,99 1170,89
PDR requerida, g dia™ 2466,16 2451,93 2075,52 2098,65
PDR suministrada, g dia™ 2047,10 2562,07 1541,93 1325,73
Balance PDR, g dia™ -419,06 110,14 -533,59 -772,92
PNDR requerida, g dia™ 1192,21 925,16 1491,05 1195,42
PNDR suministrada, g dia™ 2197,12 1422,68 2702,29 2659,02
Balance de PNDR, g dia™ 1004,91 497,52 1211,24 1463,60
Proteina bruta requerida, g dia® 3658,37 3377,08 3566,57 3294,06
Proteina degradable rumen % de la PB, % 48,23 64,30 36,33 33,27

Proteina no degradable rumen % de la PB, % 51,77 35,70 63,67 66,73

a, Fermentador de doble flujo continuo. b, Racién completamente mezclada subproductos. c,
Racién completamente mezclada ensilaje. Valores estimados segun Nutrient Requirements of
Dairy Cattle, NRC (2001).
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