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RESUMEN

Los ensilajes poseen un bajo contenido proteico y degradacion lenta (40 a 50% en
las primeras 20 h). Es aconsejable acompafarlos con una fuente de nitrégeno que
permita sincronizar la fuente energética de la dieta y la oferta nitrogenada y generar un
ambiente ruminal eficiente. Es practica habitual utilizar urea como fuentes de nitrégeno
no proteico (NNP). Su rapida liberacion no permite una adecuada sincronizacion. La
utilizacion de una fuente de NNP de liberacion controlada ajustaria mejor la curva de
liberacion de nitrogeno y energia. Por tal motivo se evalu6 el efecto de la
suplementacion de dietas a base de ensilaje de maiz, con una fuente de NNP de lenta
liberacion ruminal (NNP-LC) y la misma fuente NNP de rapida liberacion (urea) y
diferentes frecuencias de suministro, sobre las caracteristicas del ambiente ruminal,
parametros sanguineos y la sintesis de proteina microbiana. Se utilizaron 3 novillos
Hereford x Angus de 363,33+13,05 de peso vivo (PV), provistos de canulas en rumen
y duodeno; bajo un disefio Cuadrado Latino 3x3. La racion estaba compuesta por
98,07% un de ensilaje y sales minerales, ofrecido a voluntad y 1,6 % dieta MS/d de la
fuente de NNP. Los tratamientos fueron: T1: suministrar en una dosis la totalidad de
NNP-LC; T2: suministro de la dosis (NNP-LC) disponible a lo largo del dia con la
racion y T3: idéntica situacion que T2 pero con urea. Se caracterizdé el ambiente
ruminal mediante el pH, concentracion AGV y N-NHs; y se evaluaron metabolitos
plasmaticos: glucemia (GL), triacilgliceridemia (TG) y uremia. Ademas, se midi6
consumo (CMS), digestibilidad (D in vivo MS) de la dieta, sintesis de proteina
microbiana (SPM) y se evalu6 el comportamiento ingestivo (Cl). La D in vivo MS, SPM,
Cl y el CMS se analizaron con el procedimiento GLM de SAS 9.1 y las variables
restantes como medidas repetidas en el tiempo con el procedimiento “Proc mixed” de
SAS 9.1. En la concentracion de AGV totales (120,03 + 3,93 mMol/L), en el pH (6,83
0,06), el CMS Kg MS/d (10,02 £ 0,37), el Cl Min totales consumiendo (307,22 + 17,7),
SPM g/d (160 + 3,37); GL mg/dl (0,64 + 0,05) y en la D in vivo MS % (69,7t 0,98), no
hubo diferencias (p>0,05). Se detectd interacciéon tratamiento x hora (TxH) (p<0,05)
para la variable N-NHs en las horas 1 y 8. También ( TxH p<0,05) para la uremia en la
hora 4 y 8. Los tratamientos presentaron un efecto significativo (p<0,05) en la variable
TG. Concluimos que NNP-LC incrementd la concentracion de trigliceridemia, generé
mayor estabilidad en los parametros ruminales y sanguineos. Todo ello estaria influido
por la frecuencia de suministro, por lo que se requiere profundizar la investigacion

sobre la tematica.



xii

Palabras clave: sincronizacion, optimizacion de sintesis de proteina, nitrégeno no

proteico de liberacién controlada.
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SUMMARY

Silages have a low protein content and slow degradation rate (40 to 50% in the first
20 h. A source of nitrogen that synchronizes with the type of energy silage provide
could generate a more efficient rumen environment. Urea is frequently used as a
nitrogen source, but because of rapid hydrolization into ammonia the rate of nitrogen
release matches poorly the rate of fiber degradation. Excess ruminal ammonia could
enter the blood stream and causes ammonia intoxication. Using a slow-release
nitrogen source (NNP-LC) would better match fermentation and nitrogen supply to
rumen bacteria. Among nitrogen rich products is a source of nitrogen of a slow-release
rate. The present study evaluated the effect of including NNP-LC or urea as nitrogen
sources on corn silage based diet on blood serum profiles, ruminal fermentation and
bacterial protein synthesis. Three Hereford x Angus steers (363,33 = 13,05 kg) fitted
with rumen and duodenal canulas were fed on a diet based 98,07% corn silage and
mineral supplement and 1,6% of the nitrogen source. Animals were kept in individual
stalls with free access to water. The diet was offered in excess to the daily intake to
affect voluntary intake the least.. A 3 x 3 Latin square was used (3 treatments and 3
sampling periods) to generate the replicates. Treatments were: T1 = the level of NNP-
LC in one full dose; T2 = the level of NNP-LC during the day with the diet., and T3 —
idem T2 but using urea. Rumen pH, VFA and N-NH3 concentrations, serum glucose,
triglycerides, and blood urea were measured. Dry matter intake (DMI) and digestibility
of the diet (DMD), microbial protein synthesis (MPS) and intake behavior (IB) were also
determined. Variables DMD, MPS, IB and DMI were analysed using GLM procedures
of SAS 9.1. The remaining variables using repeated measures of Proc Mixed models if
SAS 9.1. No treatment effects (P > 0.05) were detected for DMI, VFS, DMD, IB , serum
glucose and MPS (10,02 + 0,37 kg/d, 120 + 3,93 mMol/L, 6,83 + 0,06, 69,7+ 0,98 % ,
307,2 £ 17,7 minutes, 0,64+ 0,05 mg/dl and 160 + 3,37 g/d respectively). A significant
interaction (P < 0.05) treatment by sampling time for rumen N- NH3 was detected for
hours 1 and 8. A significant interaction was also detected (P < 0.05) for rumen
ammonia for hours 4 and 8. Significant treatment effects (P < 0.05) were detected for
TG. We concluded that NNP-LC increases concentration of blood triglycerides and
yields lower peaks of rumen NH3-N and serum urea than urea. The form of supply
greatly affects these responses; therefore, feeding strategies would require more

detailed studies.

Key words: nitrogen and energy synchronization, optimizing protein synthesis, slow-
release nitrogen source.



1. INTRODUCCION

Los rumiantes, dadas sus caracteristicas fisioldgicas y la simbiosis con los
microrganismos ruminales, presentan ventajas competitivas en el uso de alimentos
fibrosos respecto de los animales monogastricos. Los micoorganismos ruminales
tienen la capacidad, dependiendo de la tasa de degradacién y tiempo de
permanencia en el rumen, de degradar los compuestos nitrogenados y los
carbohidratos, en metabolitos intermedios NHs;, aminoacidos y péptidos- que
permiten la sintesis de compuestos de alto valor nutricional como lo es la proteina
microbiana que aporta aminoacidos esenciales y acidos grasos volatiles (Dewhurst
et al. 2000). El N-NHs3 que no es captado por los microorganismos ruminales pasa a
la sangre y en el higado es metabolizado a N-urea, el cual puede ser excretado por
orina o reciclado al tracto gastrointestinal (TGI). La proteina microbiana que se
produce en el rumen proporciona mas de la mitad de los aminoacidos absorbidos
por los rumiantes y puede constituir entre 70 y 100 % del nitrégeno (N) disponible
en las partes bajas del tracto digestivo en animales que consumen dietas fibrosas
con bajo contenido proteico (drskov 1992).El reciclado de urea puede ser del 30 al
77 % del nitrégeno dietario; la misma es hidrolizada a amoniaco (NHs) y puede ser
utilizada como fuente de N para la sintesis de proteina microbiana (Nolan y Dobos
2005; Bach, et al. 2005;Stern et al. 1994; Van Soest, 1994); también puede ser
reabsorbido hacia el torrente sanguineo reiniciando el ciclo o ser excretado en la
materia fecal. El balance entre energia y proteina determina el destino de los
péptidos liberados, pudiendo darse la inmovilizacion o la liberacién. Si hay
suficiente energia disponible, los microorganismos la utilizaran para la sintesis
proteica. De lo contrario, la prioridad estara en las rutas catabdlicas que produzcan
ATP para cubrir las necesidades energéticas del resto de las funciones metabdlicas
del microorganismo (drskov 1992). Este proceso metabdlico del nitrdgeno no
proteico (NNP), permite que los rumiantes hagan un uso eficiente de compuestos
nitrogenados no aminoacidicos o incluso de urea liberada en sangre o saliva,
resultando de gran importancia en dietas con baja concentracién de N. En las
primeras dos horas posteriores a una ingesta se producen los niveles mas
elevados de N-NHjs y de alli comienza a descender su concentracion hasta el nuevo
suministro (Preston; Leng 1990, Elizalde; Santini, 1992; Rearte, 1995; Obispo,
2005) esta dinamica genera situaciones de acople y desacople con la disponibilidad

de energia. Existen otros factores que generan oscilaciones en los niveles de



nitrégeno amoniacal (N-NH3) en el rumen como ser el momento de alimentacion
durante el dia, el tipo de fuente nitrogenada y las formas de suministro de N.Para
optimizar el crecimiento microbiano es necesario alcanzar concentraciones de N-
NHs en rumen de hasta 23,5 mg/dl, los cuales se alcanzan con dietas que
contengan valores superiores al 9% PB o 1,2 grN/Kg materia organica degradable
en rumen(Hoover, 1986; Clark et al., 1992; Bach et al., 2005a; Bach et al., 2005b).
Si hablamos de la concentracién de proteina bruta en la dieta a la cual se produce
el maximo crecimiento microbiano, esta seria aproximadamente de 12-13 % (Satter
y Roffler, 1975).Los factores mas importantes que modulan la degradacion
microbiana de las proteinas de la dieta son el tipo de proteina, las interacciones con
otros nutrientes, principalmente los compuestos energéticos y la poblacion
microbiana predominante, la cual depende del tipo de racion, la tasa de pasaje y el
pH ruminal (Herrera-Saldana et al., 1990; Lorenzatti, et.al. 2004; Bach et al. 2005,).
Entendiendo que los desbalances entre energia y proteina afectan la dinamica
de la poblacion de microorganismos ruminales, el ambiente ruminal, la disponibilidad
de proteina de alto valor bioldgico, la concentracién de acidos grasos volatiles y en
consecuencia los niveles de produccién, resulta de gran importancia buscar
estrategias que permitan entregar una dieta balanceada en C:N. Forma parte a nivel
mundial del manejo nutricional de los sistemas ganaderos intensificados la entrega de
ensilados, los cuales aseguran una adecuada concentracion de hidratos de carbono
solubles, fibra, niveles proteicos variables en funcion de la especie utilizada y una
buena digestibilidad. En este contexto, la utilizacion de ensilajes de maiz y sorgo de
planta entera ocupa un lugar destacado dentro de las alternativas forrajeras, siendo
estos cultivos los mas utilizados, dada su alta produccién de materia seca, el elevado
contenido de grano. Estas caracteristicas permitirian asegurar, un buen aporte
energético proveniente del almidén contenido en los granos, y en menor medida en
hojas, chala, marlo y tallos asegurando el proceso fermentativo (Fisher; Burns,1987).
Los carbohidratos estructurales (hemicelulosa, celulosa, pectinas) de los tallos y hojas,
en especial al fermentar en el rumen, generan acidos grasos volatiles (AGV). Estos
acidos son aprovechados como fuente de energia por el animal a través de distintos
procesos metabdlicos (Elizalde et al., 1993). Por su parte, la concentracion energética
permitira altas producciones de leche y ganancias de peso individual. Sin embargo,
estos materiales presentan un desbalance nutricional, dado que el contenido proteico
se encuentra entre 5 y 8% de proteina bruta (Schroeder et al., 2000; Di Marco, 2012),

niveles que se encuentran por debajo o en el nivel minimo de los requerimientos de



una vaca de cria o lechera (NRC 2000 y 2001). Asi mismo con ese tenor proteico no
se alcanzaria en el fluido ruminal una concentracion de amoniaco suficiente para
maximizar el crecimiento microbiano y la digestibilidad ruminal (Satter; Slyter, 1974).
Se hablé de la fuente de N y la concentracion de amoniaco, de la energia disponible,
de la fuente de carbohidratos; pero quedan otros nutrientes requeridos por los
microorganismos que por requerirse en menor cantidad no son menos importantes.
Tomando como ejemplo el azufre para la sintesis de meteonina y cisteina o el fosforo
para la sintesis de acidos nucleicos (drskov 1992; Garriz y Lopez; 2002).

Debido al desbalance planteado, es aconsejable acompanar los ensilajes de
maiz y sorgo con el suministro de una fuente de nitrégeno (N) proteico o NNP que
cubra el déficit y asegure una relacion C:N adecuada (Preston; Leng, 1990; Milton;
Brandt, 1994). Esto puede llevarse adelante a través de distintas estrategias, desde
complementar la entrega de ensilaje con pastoreos estratégicos sobre verdeos o
pasturas con leguminosas (Kilkenny, 1978), la inclusion de proteina verdadera como
aditivo del silo hasta la inclusion de compuestos nitrogenados inorganicos. Existen
numerosos trabajos donde el eje de analisis es el origen de la fuente nitrogenada,
siendo este de origen organico o inorganico. En términos generales se plantea que la
inclusién de proteina verdadera en la dieta asegura una adecuada provision de
aminodacidos esenciales, vitaminas, minerales y asegura un mayor crecimiento de la
poblacion microbiana (Mieres, 1997; Relling y Mattioli, 2002; Rovira, 2004). Sin
embargo, resulta mas frecuente el uso de fuentes de NNP como la urea, que el uso de
proteina verdadera por su accesibilidad, estabilidad en la composiciéon en cuanto a la
concentraciéon de nitrégeno y sucosto (Marichal et al., 2009; Rovira, 2014). Si bien su
empleo resulta de facil aplicaciéon, se debe tener recaudos sobre la cantidad y forma
de entrega de la misma.Por un lado la urea no permitiria obtener una buena
sincronizacién entre la disponibilidad de energia y de N-NH3 a nivel ruminal, debido a
que se hidroliza rapidamente (Wallace; Cotta, 1988) y el ensilaje presenta una
degradabilidad mas lenta (Di Marco; Aello, 2002).Esta falta de sincronizacién marca un
desacople entre fermentacién y sintesis proteica, por lo cual el N no es transformado
en proteina microbiana, generandose un aumento del N-NHsz (Orskov, 1982; Visek,
1984). Este es absorbido a través de la pared ruminal o expulsado hacia el abomaso,
disminuyendo la eficiencia de la utilizacion del N para la sintesis microbiana (Church,
1974; Van Soest, 1994). Por otra parte, la rapida liberacidon conjuntamente con los
niveles de entrega pueden llevar a situaciones de toxicidad (Bartley et al., 1976). Para

contrarrestar este riesgo, seria necesario asegurar que los niveles de urea en la



formulacién no superen el 3 % en el caso de alimentos concentrados, el 1,5 % de la
dieta o que se restrinja el consumo a un tercio de la PC (Escanola et al., 2007; Repetto
et al., 2003; Emerick, 1993).

Teniendo en cuenta esta limitante para el uso de urea en dietas compuestas
por alimentos ensilados que presentan una lenta liberacion de energia, se han
probado y desarrollado diversas alternativas. Algunas de ellas se basan en el uso de
una fuente energética como la melaza con la adhisién de urea, esto ha sido
ampliamente estudiado, encontrando resultados dispares en cuanto a la eficiencia de
utilizacion de la misma (Bowman et al, 1995). Por otro lado se encuentran los bloques
nutricionales que contienen urea junto a otros ingredientes que aportan energia como
pueden ser granos de cereales, oleaginosas o melazas con o sin adicién de minerales.
También se dispone de compuestos que contienen urea junto con aditivos (polimeros
sintéticos) que la protegen, buscando que la liberacion de N a nivel ruminal sea lenta
(Marichal et al. 2009; DiLorenzo; DiConstanzo,2007; Currier et al., 2004; Cunha de
Oliveira et al., 2004). Tal es el caso del Optigen® (Alltech Inc., 2008), el cual contiene
urea recubierta por una pelicula lipidica que asegura una liberacion controlada de N
en rumen.

Los rumiantes que consumen forraje de baja calidad (menor a 7%proteina
cruda) pueden utilizar con eficacia NNP suplementario con forma de liberacion muy
disimiles (Currier et al 2004, Bohnert et al., 2000 b; Thomas; Armitage, 1972; Oltjen et
al. 1969) y con frecuencias de suministro diarias o reducidas (poco frecuente) (Bohnert
et al. 2002a; Wyatt 1982 y Huston et al. 1999 a) sin afectar negativamente la
digestibilidad. DelCurto et al. 1990 y Bandyk et al. 2001 hallaron efectos sobre la
digestibilidad y consumo de la materia seca (CMS) en funcién de la velocidad de
liberacion de N. Sin embargo Bohnert et al. (2002 a y b) en sus trabajos confirman que
las diferencias observadas en CMS son independientes de la fuente, velocidad de
liberacion del N o frecuencia de suministro y se deben basicamente a la concentracion
de fibra detergente neutro (FDN) del alimento consumido. Esto también fue
confirmado en parte por Krehbiel et al. (1998) y por Huston et al. (1999 a) quienes
utlizando NNP con dos velocidades de liberacion y distintas frecuencias de suministro,
arribaron a las mismas conclusiones. En el trabajo de Machado Nogueira et al. (2005),
informan diferencias en la dinamica de la liberacién del N-NH3 y destacan que podria
no evidenciarse cuando el N de rapida liberacién (urea) es sustituido por N de lenta
liberacion. Asi mismo son numerosos los estudios que evaluando la suplementacion

con N de rapida o lenta disponibilidad en rumen, no detectan evidencias de una



respuesta favorable para una u otra velocidad de liberacion sobre la digestibilidad o
performance animal (Currier et al 2004). Farmer et al. (2002); Oltjen et al. (1974) y
Thomas y Armitage, (1972) suplementando con fuentes de NNP de lenta y rapida
liberacion y en el caso del primer autor ademas con proteina, no detectaron efectos
en la GPV en funcion de las distintas fuentes de N. Currier et al. (2004), sugieren
también que la suplementacion con NNP de rapida o lenta liberaciéon son igualmente
efectivas para usarse como suplemento en rumiantes que consumen alimentos con
bajo porcentaje de proteina (menor a 7%). En base a estudios in vitro, una de las
empresas que producen urea protegida (Optigen®) afirma que el producto libera el
50% del N en las primeras 12 horas luego de la ingestién, llegando la liberacion al 95%
a las 24 horas de consumido (Alltech Inc., 2008). La utilizaciéon del NNP de liberacion
controlada de marca registrada en dietas basadas en ensilaje podria ajustar
adecuadamente las curvas de liberacién de N y de energia. Esta liberacion lenta en la
urea protegida garantizaria un aporte de N en el rumen mas constante a lo largo del
dia (Paula et al., 2009).Tal es asi que la incorporacion de una fuente de NNP de
liberacion lenta es una alternativa valida para mejorar la ganancia de peso vivo (GPV)
(Marichal et al., 2009; Ammerman et al., 1972; Oltjen el at., 1969). En este marco
se presenta como hipétesis que con alimentos de baja degradabilidad ruminal y con
desacople entre la energia y el N, la suplementacion con una fuente de NNP de
liberacion lenta generara un ambiente ruminal adecuado e incrementara la sintesis de
proteina microbiana (SPM) asegurando un mejor aporte de nutrientes. De forma
complementaria, si la fuente no proteica no fuese de lenta liberacién la forma de
dosificacion podria tener efectos en la dindmica ruminal y en la sintesis proteica. Con
el objeto de probar estas hipotesis, en dietas basadas en ensilaje de maiz, se evalu6
el efecto de la suplementacion con NNP de liberacién controlada en dos formas
contrastantes y con urea sobre las caracteristicas del ambiente ruminal, la sintesis de

proteina microbiana y diversos metabolitos plasmaticos.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis

e a-En dietas basadas en ensilaje de maiz planta entera la utilizaciéon de NNP de

liberacion controlada (de marca registrada) en reemplazo de NNP (urea)

convencional permite una mejor sincronizacion entre la oferta de energia y de

N a nivel ruminal, generando los siguientes cambios:

aumento del pH ruminal,

aumento en la concentracion ruminal de AGV y N-NH3,

aumento de la digestibilidad in vivo de la racion,

aumento de la sintesis de proteina microbiana,

aumento de la concentracion de glucosa, N-NHs y triglicéridos en

sangre.

e B- La frecuencia de suministro de NNP de liberacién controlada de marca

registrada no afecta:

(o]

(o]

(o]

los parametros ruminales,

la digestibilidad in vivo de la racion,

la sintesis de proteina microbiana,

la concentracion de metabolitos en plasma (glucosa, N-NHz vy

triglicéridos).

2. Objetivos

e Objetivo general

Estudiar el efecto de la suplementacion con dos fuentes de NNP de diferente

tasa de liberacion del N, y la frecuencia de suministro, acompafiando ensilaje de

maiz de planta entera sobre los parametros que caracterizan el ambiente ruminal,

la sintesis de proteina microbiana y los principales metabolitos plasmaticos

(glucosa, N-NHjs y triglicéridos).



o Objetivos especificos

a) Determinar para cada fuente de NNP y frecuencia de suministro: la
concentracién ruminal de N-NHzy de acidos grasos volatiles (AGV), el pH del

rumen y la digestibilidad aparente in vivo de la MS (Din vivoMS %);

b) Precisar para cada fuente de NNP y frecuencia de suministro: la sintesis de

proteina microbiana, el consumo de MS y el tiempo destinado a consumo y rumia;

c) Establecer para cada fuente de NNP vy frecuencia de suministro: las

concentraciones plasmaticas de urea, triglicéridos y glucosa.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar y periodo experimental

El experimento tuvo una duracion de 80 dias y se llevé a cabo durante los meses
de octubre, noviembre y diciembre de 2009 en la Unidad Integrada Balcarce (EEA
INTA Balcarce-Facultad de Ciencias Agrarias, UNMdP), partido de Balcarce, Provincia
de Buenos Aires. Hubo tres periodos experimentales de 21 dias cada uno,
correspondiendo los primeros 15 dias al periodo de acostumbramiento a la dieta y los

ultimos seis dias a la -toma de datos (fase experimental propiamente dicha).

3.2. Tratamientos

Los tratamientos estuvieron definidos por las fuentes de NNP de rapida (urea) y
liberacion controlada de marca registrada (NNP-LC) y la frecuencia de suministro del
mismo, de la siguiente manera:

e T1: NNP-LC suministrado en un pulso diario en rumen a través de una fistula,

e T2: NNP-LC, suministrado con la racién totalmente mezclado asegurando un

consumo continuo,
e T3: Urea suministrada con la racién totalmente mezclado asegurando un

consumo continuo.

3.3. Animales

Se utilizaron tres novillos Hereford x Angus de 23 meses de edad promedio, con un
peso promedio de 363,33 %13,05 kg. Los animales, habian sido previamente
intervenidos, disponiéndose una canula ruminal de 11 cm de diametro interno, y una
canula duodenal tipo T de 2,1 cm de diametro externo. La cirugia para la colocacion de
las canulas se realizé durante el afio 2009, tomandose los recaudos de analgesia y
asepsia necesarios para mantener la integridad y las condiciones de bienestar animal.
Durante el desarrollo del experimento los animales estuvieron alojados en corrales
individuales de 10 m? de superficie, con acceso permanente y recambio diario del agua
de bebida.

Se determiné el peso vivo de los animales al inicio y al final de cada periodo
experimental contabilizando 4 pesadas, sin desbaste previo y respetando el mismo
horario del dia con una balanza mecanica de hacienda con una capacidad hasta 1500

kg y una precision de 1 kg.



3.4. Dieta suministrada
La materia seca (MS) de la dieta estuvo constituida por 98,07% de ensilado de
maiz de planta entera, 1,6% de una fuente de NNP y 0,33% de sales minerales. Como
fuentes de NNP se utilizaron urea (46%N) y NNP de liberacion controlada de marca
registrada (41%N), que dieron como resultado 13,175 £ 0,245% PB en la racién
siendo asi una dieta isoproteicas. El aporte de sales minerales incluyé aquellos
nutrientes deficitarios en el ensilaje de maiz como Ca, P, Cu, Mgy S. La cantidad de
alimento entregado surgié de calcular el consumo de MS (CMS) potencial mediante el
programa REQNOV(Fernandez et al, 1992) correspondiendo a 2,9%
PV(10,54KgMS/a/d), El alimento fue ofrecido en bateas una vez al dia durante las
primeras horas de la mafiana (6-8 am). De forma de mantener estable la cantidad de
Kg MS entregados, se determind el contenido de MS del silaje sobre una muestra
diaria para detectar cambios en el contenido de humedad del mismo.
La dieta suministrada fue caracterizada al inicio y final de cada periodo
experimental a partir de una sub-muestra que fue remitida al laboratorio de la EEA
INTA Balcarce. Sobre la misma se realizaron las siguientes determinaciones:
e Materia organica (MO) por calcinacion en mufla a 600°C,
o Fibra en detergente neutro (FDN) y fibra en detergente acido (FDA) con equipo
ANKOM?2%° (ANKOM Corp., Fairport, NY), segun Van Soest et al. (1991),

e Carbohidratos solubles en agua (CSA) por el método de la antrona-sulfurico
(Pichard; Alcalde, 1990)

e Proteina bruta (PB), a través de la determinacion del contenido de N por
conductividad térmica en el equipo Leco FP-528 (Horneck; Miller,1998). La PB
se calculé como N*6,25.

e Almidén por método enzimatico segun MacRae; Armstrong (1968),

e Digestibilidad in vitro de la MS (DMS) en un incubador DAISY"(ANKOM
Technology) a las 48 h.

¢ pH determinado con un peachimetro digital portatil Cole Palmer

e Materia seca (MS) en estufa a 60°C con circulacion forzada de aire durante 48
h.

3.5. Cronograma del ensayo

Como se dijo anteriormente, cada fase experimental tuvo una duracion de seis

dias consecutivos, durante los cuales se siguio el siguiente cronograma de trabajo:



10

Hora Dia Dia Dia Dia Dia Dia
0 . I
2 . I
4 . ¥
6 © © © © ©
8 Q Q0 Q #Q AQ I
10 . # A I
12 . # I
14 Q N0 Q Q Q I
16 # I
18 . # I
20 . # I
22 . I

Figura 1: Cronograma de actividades y horarios de muestreos durante la fase
experimental.

Referencias:©entrega de alimento, « muestreo del contenido en duodeno (fistula) y
coleccion de muestra de heces, ¥ Comportamiento animal, # Sangrado vy
caracterizacion ruminal, A Licor ruminal (purinas) y Q dosificaciéon del marcador.

3.6. Determinaciones de parametros ruminales y sanguineos
3.6.1. Ambiente ruminal

Para caracterizar el ambiente ruminal se tomo6 en cada animal una muestra de
licor ruminal en el dia cuatro de la fase experimental (dia 19 del periodo), en los
siguientes horarios: hora 0, previo a la entrega de la racién (antes de las 8 am), y a1,
2, 4, 8 y 12horas posteriores a la entrega del alimento (Figura 1). Las muestras se
extrajeron en forma manual de los diferentes sacos del rumen para construir una
muestra representativa del mismo. El contenido ruminal se filiré a través de cuatro
telas de queseria, e inmediatamente se evalu6 el pH del licor con un peachimetro
digital portatil Cole Palmer. Se tomaron dos alicuotas, una de 100 ml de licor a la cual
se agregé 1 ml de acido sulfurico puro para determinar la concentracion de acidos
grasos volatiles (AGV), y otra de 4 ml de licor a la que se adicioné 4 ml de acido
clorhidrico 0,2 N para la determinacién de nitrégeno amoniacal (N-NHs). Las muestras
se conservaron a -20°C hasta su analisis. Los AGV se determinaron mediante
cromatografia gaseosa (Cromatografo Cow-Mac 69-750P), y la concentracion de N-
NHs se determiné en el sobrenadante luego de descongelar y centrifugar las muestras

a 9500 rpm durante 10 minutos mediante Autoanalizador Technicom, modelo 2, 1970.

3.6.2. Digestibilidad aparente in vivo
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La determinacion de la Digestibilidad in vivo aparente, conlleva la medicion de dos
parametros, por un lado la cantidad de MS consumida (CMS Kg/a/d) y por otro lado la
cantidad de MS excretada.

El CMS individual real se determind por diferencia entre el peso del material
ofrecido y del remanente. Para ello, diariamente durante la fase experimental se tomo
una muestra del alimento ofrecido y del remanente, las cuales se secaron en estufa a
60°C con circulacion forzada de aire durante 48 h. para determinar el contenido de
MS. Por otra parte para la determinacion de MS excretada se  suministré un
marcador de flujo de digesta.

Para determinar el contenido de MS excretada en heces se utiliz6 como
marcador externo de la fase solida el sesquidxido de cromo (Cr.03), el cual fue
dosificado manualmente, via fistula ruminal, a razéon de 12 g/dia, dividido en dos
aplicaciones (8 a.m. y 2 p.m.; Figura 1) para mantener una concentracién conocida y
constante en la racion (Doley et al., 1994, Kotb y Luckey, 1972).La dosificacién
comenzo al quinto dia de cada fase de acostumbramiento y se extendid hasta el quinto
dia de la fase experimental, totalizando 16 dias. La concentracién de Cr en heces se
determiné por mineralizacién nitrico-perclérica-adsorcion visible en el laboratorio de
Quimica Analitica de la Unidad Integrada Balcarce.

La toma de muestras de heces se realizo de la siguiente manera, durante los primeros
tres dias de cada una de las fases experimentales (dia 18 de cada periodo), se
tomaron manualmente muestras de heces, cada 6 h., la hora de toma de muestra de
cada dia, se desfasé en 2 h, para generar en el total de los dias una secuencia de 12
muestras en 24h. Las muestras se conservaron a -20°C y luego se acondicionaron
para su analisis, secandolas en estufa con ventilacién forzada de aire a 60°C hasta
alcanzar peso constante. Seguidamente, se confeccioné una muestra compuesta por
animal, tomando una sub-muestra de 10g MS de cada una.. Esta muestra compuesta
fue molida en un molino Willey con malla de 1 mm, y se determiné la concentracion del
marcador (Cr203) La estimacion de la cantidad total de heces producidas (kg
MS/animal/dia)se obtuvo relacionando la concentracion del marcador dosificado en
rumen y en heces ([Cr] racion/[Cr] heces).La digestibilidad aparente in vivo se calcul6
como la diferencia entre la cantidad de MS consumida y la excretada en heces a

través de la siguiente expresion (Galyean, 1997):

MS consumida — MSde heces producidas

digestibilidadaparenteinvivo =
g P MS consumida
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3.6.3. Sintesis de proteina microbiana (SPM)

Para la determinacion de la proteina microbiana, se evaluaron muestras de
contenido ruminal y duodenal. Sobre ellas se deben determinar un conjunto de
parametros entre los que se encuentra:

e Materia organica (MO), determinada por calcinacion en mufla a 600°C,
¢ Nitrogeno total (NT), determinado por conductividad térmica en un equipo Leco

FP-528 (Horneck; Miller, 1998),

e Concentracion del marcador externo(Cr.0O3), estimado por mineralizacion
nitrico-percloérica-adsorcion visible
e Concentracion de purinas determinada segun Zinn y Owens (1986). Como

estandar se utilizd ARN de levaduras (R6625; Sigma, St. Louis, MO, USA) y

segun protocolo se efectuaron seis repeticiones para cada observacion, para

absorber la variabilidad propia de la técnica.

Durante los primeros tres dias de cada una de las fases experimentales, se
tomaron muestras de contenido duodenal de aproximadamente 500ml con un vaso de
precipitados. Este muestreo, se ajusté al cronograma de mediciones mostrado en la
Figura 1respetando la secuencia descripta para la toma de muestras de heces. Sobre
el total de las muestras, se confecciond una muestra compuesta de la digesta diaria
por animal, tomando una alicuota de 100ml de cada una. Estas muestras compuestas
se conservaron a -20°C para su posterior analisis. Previo al analisis, se acondicionaron
(descongelado y homogeneizacion) para volver a ser congeladas para su posterior
liofilizacion. Las muestras de contenido duodenal liofilizadas se molieron en un molino
Willey con malla de 1 mm, asi acondicionadas se utilizaron para las determinacién de
los parametros mencionados con anterioridad.

Por otra parte, en el dia cinco de la fase experimental se extrajo una muestra
(2,25 L) del licor ruminal. Las muestras se tomaron en forma manual de los diferentes
sacos del rumen, para construir una muestra representativa del mismo. El contenido
ruminal se filtré a través de cuatro telas de queseria. Inmediatamente, las muestras se
centrifugaron en centrifuga refrigerada (500xg, 20 minutos a 4°C), con el objeto de
separar las particulas de alimento presentes en el licor. El sobrenadante (1,5 L) de
esta primera centrifugaciéon se volvido a centrifugar (24000xg, 26 minutos a 4°C),

obteniéndose asi un pellet de microorganismos ruminales. Este precipitado fue
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conservado a -20°Chasta ser liofilizado. Luego, sobre este extracto de bacterias, se
determind la concentracién de bases puricas segun se indicoé anteriormente. Asi
mismo se determind MO, NT y la concentracién del marcador externo.

Para completar el calculo de la proteina microbiana se debié estimarla cantidad
de MS degradada en rumen en funcion de la diferencia de concentracion del marcador

segun la siguiente expresion:

MS degradada en rumen (kgMS/a/d) = MS digestible * (% Cr203 rumen/% Cr203 en

duodeno).

La diferencia entre MS digestibley MS degradada permitié calcular la MS que
salié del rumen (MS en duodeno). A partir de los porcentajes de MO y NT presentes
en rumen y duodeno, del contenido de MS degradada en rumen y de la MS en
duodeno, se obtuvo el contenido de MO y de NT en ambos sitios (rumen y duodeno).
A partir del NT se obtuvo la cantidad de PB, utilizando la siguiente relacion PB=
NT*6,25.La cantidad de purinas totales en rumen y duodeno (g purina siio* kg MO siio),
corregidos por el contenido de N en las bases puricas, permitié calcular el N
microbiano. Finalmente, la SPM (g/dia) se estimo a partir del N microbiano y se utilizo
el factor 6,57 para transformar el contenido de N en proteina microbiana (Dehority,
2003). Relacionando la SPM (g/dia) y la cantidad de MO degradada en el rumen
(MODR) se calculé la eficiencia de sintesis (SPM g/dia /kg MODR), (Galyean, 1997).

3.6.4. Metabolitos sanguineos

En el dia cuatro de la fase experimental, y con la misma secuencia horaria en la
cual se caracterizdé el ambiente ruminal (0, 1, 2, 4, 8, 12 h. post-alimentacion), se
extrajo una muestra de sangre de vena yugular (50ml por animal). Las muestras se
colectaron en tubos conteniendo EDTA (350U/ml.) e inmediatamente se centrifugaron
a 3000 rpm por 15 minutos, extrayéndose posteriormente el plasma sobrenadante.
Este fue almacenado a -20°C para luego determinar la concentracién de urea,
triglicéridos (TG) y glucosa (GL) utilizando kit enzimaticos (Wiener Laboratorios
Rosario S.A.l.C.).

4.6.5. Comportamiento animal
En el ultimo dia (dia 21) de la cada una de las tres fases experimentales, se
evalué el comportamiento ingestivo (Cl) en cada uno de los tres animales para

disponer de informacion sobre momentos y tiempo total destinado por el animal a
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consumir la racion, la rumia o el descanso (Figura 1). Para ello se realizaron
observaciones visuales directas durante un periodo de 24h con lecturas de “barrido”
donde se registraba la actividad de cada uno de los 3 animales, cada 5 minutos, bajo
el supuesto de que la actividad registrada continud en los siguientes cinco minutos
(Hodgson; lllus, 1982), teniendo como referencia las actividades de rumia, consumo de
materia seca (CMS) y descanso incluyendo aqui la ingesta de agua. El tiempo
destinado a cada actividad, surge de la suma de los eventos identificados para cada
una a lo largo de todo el dia, siendo los mismos expresados como numero de horas y
en términos relativos como porcentaje sobre el total de las 24 hs. Esto da un total de

288 registros para cada uno de las 3 fases.

3.7- Disefno experimental y analisis estadistico

El diseno del experimento fue un cuadrado latino (DCL) 3x3, con tres fases
experimentales (ponerlas), tres animales (repeticiones)y tres tratamientos (NNP-LCen
la racion, NNP-LCvia ruminal y urea en la racion).El modelo estadistico lineal para el

experimento fue el siguiente:
Vi =MLtV +T +&;
Donde:

y; - es la observacion de la unidad experimental en el i-ésimo animal y el j-ésimo

periodo; variable dependiente

u - Efecto medio o media general

p, - Efectos de la i-ésima fila o animal

7, : Efectos de la j-€sima columna o periodo
7. . Efectos del k-ésimo tratamiento

&; : Errores experimentales

Para evaluar las variables que describen el ambiente ruminal (pH, AGV y N-NH3) y

los parametros sanguineos (GL, TG y uremia) el modelo estadistico fue el siguiente:

Y= H+7T +7; o, +5N + &y 07

Donde:

h : individuo, I: tratamiento, j: hora y n: periodo



15

Yy;- ES una unidad particular h o variable dependiente
U : Media general
T, :Desvio desde la y.. asociada al tratamiento

y ;- Desvio desde la §.. asociada a la hora

a, : Desvio desde la y.. asociada al animal

6N : Desvio desde la §.. asociada al periodo

7,7, Desvio desde la y.. asociada a la interaccion del tratamiento y la hora

&y - Error experimental

Las variables de ambiente ruminal (pH, AGV y N-NHj3) y los metabolitos sanguineos
(TG, uremia y GL) se analizaron como medidas repetidas en el tiempo. Mediante el
procedimiento PROC MIXED de SAS® 9.1 (SAS, 2009) se eligié la estructura de
matriz de covarianza que ajusté mejor. Los niveles de significancia se establecieron de
la siguiente manera, para ambos modelos

p < 0,05: Diferencias significativas
p< 0,10; p 2 0,5: Tendencias

El modelo utilizado para los analisis de varianzas de las variables CMS,

digestibilidad aparente in vivo, Cl y SPM fue el siguiente:

Vi =H+O VY tT + &
i,j yk=1,2y 3 tratamientos.

y; . es la observacion de la unidad experimental en el i-ésimo animal y la j-ésimo

periodo; variable dependiente.

u . Efecto medio o media general.
p, - Efectos de la i-ésima fila o animal

7, : Efectos de la j-ésima columna o periodo

7, . Efectos del k-ésimo tratamiento

Mediante el procedimiento GLM de SAS® 9.1(SAS, 2009) se analizaron dichas

variables con un nivel de significancia de p < 0,05 para diferencias significativas y p <



0,10 para indicar tendencias.
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4. RESULTADOS

4.1. Calidad del ensilaje de maiz

El ensilaje entregado aporté 2,43 Mcal EM/kg MS, considerando la digestibilidad de
la materia seca (DMS) que fue del 67,3% (Cuadro N° 1). Como puede observarse en
el Cuadro N° 1, todos los parametros empleados para caracterizar el alimento,
presentaron una baja dispersion. Esta dispersion se corresponde a datos provenientes
de muestras tomadas a lo largo de los tres periodos. De esta forma se puede
asegurar que la calidad del alimento no varié a lo largo de todo el ensayo,
considerando que los coeficientes de variacion se encontraron por debajo del 15 %,
exceptuando el contenido de almidon. El que resulta importante analizar es el
contenido de proteina bruta del alimento, que resultd superior respecto de valores de
entre 4 y 7 % normalmente encontrados en los ensilajes, de esta forma, se observa un
8,9 %.

Cuadro N° 1: Caracterizacion nutricional del ensilaje de maiz de planta entera.

Composicion quimica (%)
MO PB FDN FDA CSA Aim.
Prom 3,88 67,3 320 90,2 89 450 226 64 19,9
DS 0,04 3,20 3,08 2,72 062 547 135 0,78 4,79
CV% 1,08 4,75 9,63 3,02 6,97 12,16 5,97 12,19 24,07

Item pH DMS (%)

Referencias: MS: materia seca. MO: materia organica.DMS: digestibilidad de la
materia seca. PB: proteina bruta. PV: proteina verdadera. FDN: fibra detergente
neutro. FDA: fibra detergente acido. CSA: carbohidratos solubles en agua; Alm.:
almidén. Prom: Promedio. DS: desvio estandar.

4.2. Peso, consumo (CMS), Digestibilidad aparente in vivo, heces (kg MS
producidos) y comportamiento ingestivo.

El peso de los animales se mantuvo sin diferencias estadisticas (p> 0,05) siendo
el peso medio de salida de 417,66 +42,15 kg. EI CMS total de la dieta no difirid entre
tratamientos (p=0,7) y fue en promedio 10,018kg + 0,37 MS/animal/dia, lo cual
representd el 2,4% del peso vivo y fue el 96,33% de lo entregado. La digestibilidad
aparente in vivo de la MS (DivMS) no se diferencio entre tratamientos (p=0,73) y fue
en promedio de 69,7+0,98%, siendo los valores medios para cada tratamiento de
68,24% (T1), 69,85% (T2) y 71,04 % (T3).
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Asi mismo los Kg MS de heces producidas no difirié entre tratamientos (p=0,64) y
fue en promedio 2,87+ 0,0095 Kg MS /animal/dia; siendo los valores medios para cada
tratamiento de 2,88 Kg MS (T1), 2,86 Kg MS (T2) y 2,87KgMS (T3).

No hubo efecto del tratamiento en ninguna de las variables de Comportamiento
ingestivo analizadas. El tiempo destinado al consumo (minutos totales) fue en
promedio de 307,2 min. /dia (p=0,75), sin detectarse tampoco diferencias entre
animales (p=0,24) y periodos (p=0,27). El tiempo destinado a la rumia (minutos
totales) fue en promedio de 595 min. /dia (p=0,91) para los tres tratamientos, sin
diferencias entre animales (p=0,88) ni periodos (p=0,13), siendo el tiempo destinado al
descanso de 537,8 min/dia. En términos generales, los animales destinaron el 22 %

del dia al consumo, 41 % ala rumia y 37 % al descanso.

4.3. Parametros del ambiente ruminal

No hubo efecto de los tratamientos en ninguno de los parametros que caracterizan
el ambiente ruminal. En el caso del pH y la concentracién de N-NHs, se observé como
es de esperar una variacion significativa a lo largo del dia (Cuadro N°2). En el caso de
la [N-NHz3], existe una interaccién entre la hora de muestreo y el tratamiento (Cuadro
N°2, Figura N°3). Por ese motivo se consider6 analizar las diferencias entre
tratamientos para cada hora en particular. Cuando se analizan los valores medios en
el total del periodo de muestreo (24 hs) los valores medios de pH fueron de 6,8; sin
embargo se observd una variacion del 15%. Siendo el valore minimo promedio de pH
6,5y maximo promedio de pH 7,2. Ademas estos valores promedios maximos se
presentan en la hora 0 para todos los tratamientos y los valores promedios minimos en
la hora 8(Figura 2). Al considerar la [N-NH3], se observa que el valor promedio de
todos los tratamientos fue de 40,17 mg/dl; sin embargo dada la existencia de efecto
de la hora y su interaccién con el tratamiento, cuando se analiza en la hora 1la
concentracion de N-NHs fue en el T1 de 80 mg/dl, siendo este valor 39 y 35%mayor
(p<0,05)que en T2 y T3 respectivamente, mientras que T2 y T3 no difirieron entre si.
Cuando se analiza la situacién en la hora 8, se observa que se invierte el orden,
siendo el de mayor concentracion el T3 con un valor de 70 mg/dl y 40% mas alto
(p<0,05) que el de T2 y éste, a su vez, 65% mas elevado (p<0,05) que el de T1(16,9
mg/dl). Un segundo analisis que puede realizarse, es determinar la amplitud entre los
valores maximos y minimos registrados a lo largo del dia, en este caso el T1 mostro
una amplitud de 63,7 mg/dl con maximo valor en hora 1 y minimo en hora 8, siendo su

variacion relativa de 376,92%.En el caso del T2 su amplitud fue de 22,07 mg/dl con
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minimos en la hora 0 y maximo en la hora 1 con una amplitud relativa del 88,14%. En
T3 se detecto una amplitud relativa del 222,13% (51,4 mg/dl) con maximo en la hora 8
y minimo en la hora 0.Por ultimo se puede mostrar que el T1 presento desde la hora 1
hasta la hora 4valores de [N-NHs] por encima de los valores minimos para aseguran la
actividad bacteriana, mientras que para el T2 siempre se encontré por encima de este
valor minimo y el T3 también supero este valor en todas las horas menos en la hora 0
previo al suministro de alimento (Figura N°4).

El ultimo parametro para caracterizar el ambiente ruminal es la concentracién de
AGV, la cual fue en promedio para todos los tratamientos y para todo el periodo (24
hs) de 120 mMol/L, de los cuales el 67,2% correspondié al acido acético, el 23,4% al
acido propiodnico, el 9,0% al acido butirico y el 9,4% a otros acidos, siendo la relacion

aceético: propidnico media de 2,8 (Cuadro N° 2).

7,40
7,20 -
7,00 -
6,80 -
6,60 -
6,40 -
6,20 -
6,00 . . . . . .

——T1
-= -T2
-==-T3

pH ruminal

Figura N° 2: Caracterizacion de ambiente ruminal por la variable pH a lo largo del dia
en novillos alimentados con ensilaje de maiz suplementados con NNP-LC en dos
frecuencias de suministro (T1y T2) o urea (T3).
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Figura N° 3: Concentracion de N-NHs ruminal (mg/dl) a lo largo del dia en novillos
alimentados con ensilaje de maiz suplementados con NNP-LC en dos frecuencias de
suministro (T1y T2) o urea (T3).

Referencia: letras distintas indican diferencia estadisticas significativas (p<0,05).
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Figura N° 4: Amplitud entre valores maximos y minimos de la concentracién de N-NHs
ruminal (mg/dl) a lo largo del dia y horas por encima del valor umbral de concentracion
de N-NHs ruminal necesaria para hacer eficiente la sintesis de proteina microbiana, en
novillos alimentados con ensilaje de maiz suplementados con NNP-LC en dos
frecuencias de suministro (T1y T2) o urea (T3).

Cuadro N° 2: Parametros ruminales en los animales del ensayo. T1: con NNP-LC en
dosis unica; T2: NNP-LC mezclado en la racién y T3 urea mezclada con la racion.
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Tratamientos

Variables T T2 T3

pH 6,87 6,76 6,78

N-NH; (mg/dl) 39,35 36,39 44,77
AGV Totales (mMol/L) 119,46 116,39 124,19
Ac. Acético (mMol/L) 80,61 77,57 83,59
Ac. Propioénico (mMol/L) 27,89 28,17 28,17
Ac. Butirico (mMol/L) 10,66 10,36 11,33

Relacion Acét.:Propidnico 2,84 2,71 2,85

EEM
0,14
3,16
12,39
8,97
2,05
11,33
0,12

Valor p
T H T*H
0,49 <0,01 0,88
0,36 <0,01 <0,01
0,91 0,58 0,98
0,89 0,61 0,98
0,92 047 0,95
0,77 0,49 0,97
0,70 0,0 0,85

Referencias: EEM: error estandar de la media; T: tratamiento; H: hora; T*H:

interaccion tratamiento por hora.

4.4. Sintesis de proteina microbiana (SPM)

En el Cuadro N° 3 se muestran los valores promedio para cada tratamiento de las

variables utilizadas para el calculo de la SPM. Como se observa, salvo en la

degradabilidad (Deg%) en ninguna de ellas hubo efecto del tratamiento.

Cuadro N° 3: Valores promedio de las variables utilizadas para calcular la sintesis de
proteina microbiana (SPM) en novillos alimentados con ensilaje de maiz
suplementados con NNP-LC en dos frecuencias de suministro (T1y T2) o urea (T3).

Tratamientos Valor P
T1 T2 T3 EEM
MS Dig g/d 9172,25 9520,24 9912,62 560,03 0,70
Deg.% 47,23 50,35 43,5 0,32 <0,001
MODR g/d 2036,58 2161,22 2337,25 182,78 0,18
MONDRg/d 362,52 426,28 417,95 119,29 0,32
PuTr g/d 2,54 2,57 2,47 0,061 0,62
PuTd g/d 2,59 2,66 2,52 0,045 0,29
HTKg/d 2,87 2,86 2,87 3,31 0,95

Referencias: MS Dig g/d: materia seca digestible en gramos por dia; Deg.:
degradabilidad de la MS; MODR: materia organica degradable en rumen; MONDR:
materia organica que sale del rumen a duodeno; PuTr: purinas totales en rumen;
PuTd: purinas totales en duodeno; H.T.: MS de heces totales en Kg por dia.

Como consecuencia de lo sefialado, la SPM no se diferencié estadisticamente

entre tratamientos (p=0,87) y fue en promedio de 159,98g/dia. La eficiencia de la SPM
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también fue similar entre tratamientos (p=0,20) y alcanzé un valor promedio de 84,39
g/kg MODR (Cuadro N°4).

Cuadro N° 4: Sintesis de proteina microbiana (SPM) y eficiencia de la sintesis en
novillos alimentados con ensilaje de maiz suplementados con NNP-LC en dos
frecuencias de suministro (T1y T2) o urea (T3).

Tratamientos Valor p
T T2 T3 EEM
SPM (g/dia) 161,19 162,57 156,17 5,85 0,87
Eficiencia = 45 5, 84,85 7501 481 0,51

(g/lkg MODR)

Referencias: EEM error estandar medio.

4.5. Metabolitos plasmaticos
No hubo diferencias entre tratamientos en los niveles de glucosa ni de urea
sanguinea. En cambio, los triglicéridos fueron mas altos en las dietas con NNP-LC(T1

y T2) que en la dieta con urea (T3), (Cuadro N° 5).

Cuadro N° 5: Concentracion de metabolitos plasmaticos en novillos alimentados con
ensilaje de maiz suplementados con NNP-LC en dos formas de suministro (T1y T2) o
urea (T3).

Tratamientos Valor p
Variables T1 T2 T3 EEM T H T™H
GL mg/dI 0,69 0,65 0,59 0,04 0,39 0,97 0,79
Uremia g/L 0,21 0,18 0,19 0,01 0,31 0,36 0,03
TG g/L 029a 0,31a 0,26b 0,01 0,02 <0,01 0,63

Referencias: GL: glucemia; TG: triglicéridos; EEM: error estandar de la media; T:
tratamiento; H: hora; T*H: interaccién tratamiento por hora. (a, b, ¢) letras distintas
indican diferencias estadisticas significativas.

Para la glucosa no hubo efecto de horario ni interaccidon tratamiento por hora
(T*H), si bien se evidencié una tendencia (p = 0,08) a una mayor glucemia en la hora 2
para T1 respecto a T3 (Figura N° 5).
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Figura N° 5: Concentracion de glucosa en plasma (GL) a lo largo del dia en novillos
alimentados con ensilaje de maiz suplementados con NNP-LC en dos formas de
suministro (T1y T2) o urea (T3).

Referencia: letras distintas indican tendencia a diferenciarse significativamente
(p>0,05; p<0,10).

La concentracion plasmatica promedio de urea mostrd una interaccion
tratamiento*hora significativa (Cuadro N° 5). En la hora 4 la uremia en T1 (0,30 g/L)
fue practicamente un 100% mayor (p=0,01) que en T3, lo cual se condice con el pico
observado en la concentracion de N-NHs (Figura N°3). En cambio, en la hora 8 los
valores en T1 y T3 no se diferenciaron entre si, mientras que ambos resultan
superiores al de T2 (p=0,003) (Figura N° 6).

La concentraciéon de triglicéridos en plasma mostré un efecto significativo de la
hora y del tratamiento (Cuadro N° 5). Como lo indica la Figura N°7, todos los
tratamientos se mantuvieron relativamente constantes en las primeras dos horas post-

ingestion del alimento, aumentando hacia la hora 12.
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Figura N°6: Concentracién de urea (Ur) en plasma en novillos alimentados con
ensilaje de maiz suplementados con NNP-LC en dos formas de suministro (T1y T2) o
urea (T3).

Referencias: (a, b) letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

0,60

Hora

Figura N° 7: Concentracién de triglicéridos (TG) en plasma a lo largo del dia en
novillos alimentados con ensilaje de maiz suplementados con NNP-LC en dos formas
de suministro (T1y T2) o urea (T3).
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5. DISCUSION

Al momento de decidir la implementacién de una suplementacion proteica, se debe
tener en cuenta las caracteristicas nutricionales del alimento, los patrones de consumo
en los animales y la eficiencia de utilizacién de los productos de la digestién, dado que
estan intimamente relacionados con la cantidad, el tipo y actividad de los
microorganismos ruminales que a su vez modulan la sincronizacion de la liberacion de
los nutrientes afectando la eficiencia de la dinamica ruminal (Bodine; Purvis, 2003;
Bach et al., 2005b; Obispo, 2005; Hersom, 2008; Hall; Huntington, 2008). La
disponibilidad de nutrientes para la sintesis microbiana y en consecuencia para la
provisibn de aminoacidos esenciales al animal, estara condicionada en primera
medida por la calidad del alimento, su digestibilidad y el balance entre carbono y
nitrogeno. De esta forma resulta importante remarcar que en el presente trabajo, el
alimento base, ensilaje de planta entera de maiz requeria ser complementado con
suplemento proteico, de esta manera la DIV% y el contenido de PB de la racion se
encontraron dentro de los niveles propuestos por distintos autores (Phipps, 1978;
Cairnie, 1981; Stritzer, et. al.,1983 y Wales, et al., 1993; NRC, 2001; Siciliano-Jones y
St. Pierre, 1997; Satter et al., 1999; Nomdedeu y Di Marco, 2001yDi Marco, Aello,
2005), siendo algo superiores a los presentados por Schroeder et. al., (2000). Al
considerar la Din vivo MS (DivMS) en el presente trabajo, se observa que la misma es
mayor a la Digestibilidad in vitro de la materia seca ( DIV%) coincidentemente con los
valores aportados por otros (drskov, E. R. 1976; Kennedy et al., 1980; Preston y Leng,
1986; Preston y Leng 1989; Preston y Leng, 1990; Forbes, 1992; Milton; Brandt, 1994
b) y resulté un 30% mayor a la DivMS presentada por diversos autores que emplearon
dietas con menor contenido de almidén (Siciliano-Jones y St. Pierre, 1997; Satter et
al., 1999; Nomdedeu y Di Marco, 2001 yDi Marco, Aello, 2005) e incluso de los datos
observados en raciones que contuvieron cantidades de almidén similares (Moran;
Pritchard, 1987; Wales, et al., 1993), pero no se vio modificado el consumo (CMS). De
este modo, la racion utilizada en el presente trabajo dispuso de los nutrientes
necesarios para hacer eficiente la actividad microbiana, la sincronia en la liberacién de

nutrientes y la dinamica ruminal.

En el presente trabajo se pone en consideracion el tipo de fuente de NNP
utilizada y la frecuencia de suministro de la misma y se evidencia que tanto las
fuentes de NNP y como la frecuencia de dosificaciéon no generaron diferencias en la

digestibilidad (DivMS) ni en la cantidad de material consumido. La ausencia de efecto
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del tipo de fuente nitrogenada y la frecuencia de dosificacion sobre la digestibilidad y el
consumo ha sido evidenciada por numerosos trabajos, en los que se han empleado
distintos tipos de alimento de base pero con la condicion de que los mismos fuesen
considerados fibrosos (Oltjen et al., 1969; Plummer et al., 1971;Chicco et al., 1971;
Huber, 1975; Slyter L.L. et al., 1979; Mertens 1984,1985; Galyean y Owens, 1991;
Bohnert et al.,2002 a; Currier et al., 2004; Taylor-Edwards, et al., 2009 b). Esta
ausencia de efecto, podria estar explicada por las caracteristicas del ensilaje de planta
entera de maiz utilizado en el presente ensayo, el cual como se dijo anteriormente
presento niveles proteicos y digestibilidad in vitro superiores a los valores medios (67,3
%DIV, 8,9 %PB y 2,4 EM Mcal). De esta forma, los nutrientes liberados a partir del
ensilaje llevarian a cubrir los requerimientos minimos para el desarrollo correcto de la
actividad microbiana ruminal (Stritzler, et al., 1983). Cuando existe una adecuada
actividad microbiana, se tiende a un nivel constante de ingestion (Baumgardt, 1974).
Los autores Bohnert et al., (2002 a y b); Ferrel et al., (1999); Krehbiel et al., (1998);
Ammerman et al., (1972); Chico et al., (1971); Egan, (1965) observaron que aun en
ausencia de efectos sobre consumo y digestibilidad se veia afectada la dinamica del
nitrégeno. Por ello, es importante remarcar para el presente trabajo es que aunque no
hay efecto sobre el consumo o la digestibilidad in vivo de la materia seca, la dinamica
del nitrogeno se vio modificada.

En este trabajo la disponibilidad de N-NHz en rumen presenté diferencias como
consecuencia de la frecuencia de entrega y del tipo de fuente. Resultados similares se
observaron con dietas iso energéticas (2,4 Mcal EM) (Plummer et al., 1971; Huber,
1975). Los valores maximos observados estaban en el rango de 80 a 70 mg/dl, aun asi
los excesos de N-NHz en rumen no tuvieron incidencia en el patrén de consumo de los
animales; a diferencia de los aportes que mencionan Valkeners et al., (2006); Forbes,
(2007) y  Gregorini, (2011) en sus trabajos. Las mayores amplitudes en la
concentracion de nitrégeno amoniacal ruminal no superaron las primeras ocho horas
post alimentacion siendo el periodo mas corto para el T2; en coincidencia con trabajos
que aseveran que la concentracion maxima de amoniaco se alcanza generalmente
unas dos a cuatro horas después de la ingesta de los alimentos que aportan nitrogeno
(Garriz; Lopez, 2002; Taylor-Edwards et al., 2009 a). Aun asi no se encontraron
diferencias entre tratamientos ya que estas variaciones en la concentracion habrian
sido mitigadas por procesos fisioldgicos y por la capacidad de los rumiantes de reciclar
nitrdgeno, como exponen Bondi, (1988) y Cole; Todd, (2008). Como era de esperar, en

el trabajo se encontraron variaciones en las concentraciones de N-NHs3 en las horas 1
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y 8 post alimentacion. Estos valores se hallan dentro del rango de concentraciones de
N-NH3z (8 a 80 mg/dl) observados con la utilizacion de raciones a base de ensilajes de
maiz suplementadas con distintos niveles de NNP (30 g a 140g de urea) (Mehrez et
al., 1977; Rogers, et al., 1986; Di Marco; Aello, 2002; Machado Nogueira et al.,
2005).Si se tienen en cuenta las conclusiones de Preston; Leng, (1986); Hoover,
(1986) y Leng (1990), los valores de N-NH; tampoco habrian sido limitantes de la
sintesis de proteina en ninguno de los tres tratamientos; ya que la concentracion
6ptima para el maximo crecimiento microbiano es de 23,5 mg/dl N-NH3; (Mehrez, et al.,
1977 (in vivo); Clark; Davis, 1983; Clark et al., 1992; Bach et al., 2005a; Bach et al.,
2005 b). Esta concentracion se supero en la mayoria de las horas post alimentacion
salvo en el T1 en la hora 8 post alimentacion. Cambios en la concentracion de N-NHs,
han sido puestos en evidencia por algunos autores (Pereira et al., 2007), que muestran
una asincronia entre las fuentes de energia y proteinas, derivada de las
caracteristicas y formas de suministro de la fuente de NNP utilizada, siendo esto
resultan coincidente con las empleadas en el presente trabajo (urea de liberacion
controlada y urea convencional). En este caso, para el T1 (NNP-LC unica toma) en
las primeras horas post alimentaciéon el volumen consumido no aporta la energia
suficiente para capturar el N-NHjs liberado de manera controlada siendo el total de la
dosis lo que resulta infundido en el rumen. Esto queda evidenciado en la diferencia
significativa observada en la concentracién de N-NHs3 observada en la hora 1. No
obstante, la cantidad de N-NHs por encima de la capacidad de los microorganismos
para asimilarlo, es también responsable de las diferencias evidenciadas en los
horarios de muestreo entre los tratamientos. La disponibilidad ruminal de N2, puede
alterar los patrones de consumo, digestibilidad y parametros ruminales como la
concentraciones de AGV, N-NHs; y pH ruminal (pH mayor a 7 incrementan la
absorcioén) (Herrera-Saldana et al. 1990; Rodger, 2004) y se manifiesta en aumentos
de los parametros sanguineos. Niveles de amoniaco en el rumen mayores a 50 - 80
mg/dl elevan el pH, la absorcion de NH3z y generan altos niveles de amoniaco en
sangre; que pueden provocar una intoxicacion (Stritzler y col, 1983). Aun asi, en T1
donde las condiciones eran proclives a generar intoxicaciones (hora 1: N-NH3 80
mg/dl y pH 7,2) no se generaron estados adversos evidentes, siendo el periodo de
exposicién a esas concentraciones reducido. Los T3 (urea mezclada con la racion) y
T2 (NNP-LC mezclado en la racion) en ningun momento presentaron condiciones
proclives a intoxicaciones, sea porque no superaron los 80 mg/dl en la concentracion

de N-NHs3 o bien porque el pH se mantuvo siempre por debajo de 7. Ademas, las
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concentraciones de N-NHs; en el presente trabajo no elevaron el pH ruminal lo
suficiente como para acelerar la absorcién de éste a través del epitelio ruminal
generando toxicidad. Esta ausencia de efecto toxico en periodos breves de exposicion
a concentraciones de 80 mg/dl, como la ausencia de cambios en el ph ha sido
reportado por diversos autores, mostrando que los presentes resultados son
esperables (Satter y Slyter, 1974; Astibia y col., 1982; Rearte, 1992). En este trabajo
como en el de Stritzler et.al, (1983), el pH ruminal solo habria favorecido el incremento
en la absorcion de N-NH; a través de las paredes del rumen en torno al momento de la
ingesta, es decir inmediatamente antes y hasta la primera hora luego de la ingesta,
donde el pH ruminal supero el valor de 7. Aun asi, los valores promedios de pH no se
vieron afectados por las fuentes o frecuencia de suministro; concordando con Slyter et.
al. (1979) y Taylor-Edwards et al., (2009 b) quienes con dietas a base de silo de planta
entera de maiz y suplementacién con fuentes de NNP-LC y urea (rangos de 1,9-1,6%
MS) tampoco encontraron variaciones en el pH ruminal. El rango de valores de ph
ruminal encontrado, resultd superior a lo presentado por Hoover, (1986) y similares a
los encontrados por Cardoso y col 2000; en ningun caso los valores de pH, fueron lo
suficientemente bajos como para afectar la digestibilidad y la sintesis de proteina
microbiana.

Considerando el tercer parametro que caracteriza el ambiente ruminal, lo
evidenciado en este trabajo en relacién a la concentracién de AGV, es que ni la fuente
nitrogenada ni la frecuencia de dosificacion generaron cambios en dicha
concentracién. Esto se diferencia de lo observado por algunos autores, que muestran
cambios en la concentracion de AGV habiendo utilizado dietas fibrosas pero distintas
al ensilaje (Herrera-Saldana et al., 1990; Rodger, 2004) e incluso otros que han
empleado dietas semejantes a las empleadas en el presente trabajo (Slyter,
et.al.,1979; Owens, et al., 1986, Nocek; Tamminga, 1991; Lemosquet et al., 2004).
Segun estos autores, las diferencias en la produccion de AGV conllevarian un cambio
en la sintesis de proteina microbiana. Como se plante6 anteriormente, en el presente
trabajo los valores de concentracion promedios de AGV totales, de acido acético,
propidnico y butirico, no evidenciaron diferencias entre tratamientos, como asi
tampoco en la relacion acético: propionico coincidiendo con lo presentado por Duque
et al., (2009); Garret et al., (2005); Taylor-Edwards, et al., (2009 b), Galo et al., (2003)
y Satter y Slyter,(1974) que trabajaron con dietas con diferentes niveles de
suplementacion y formas de liberacion de NNP o reemplazando urea convencional

por NNP-LC. Melgoza et al (2007), evaluaron diferentes tipos de recubrimientos para
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alterar la liberacion de nitrégeno y reportaron que la liberacion in vitro de la urea
protegida con polimero comienza a los 20 minutos de incubacién y que la liberaciéon
del 100% del N2 se obtuvo a las 6.5 horas después de iniciada la prueba. Ademas los
reportes de otros trabajos afirman que el recubrimiento del NNP-LC podria ser
responsable de estar interfiriendo en la disponibilidad ruminal de nitrégeno, afectar la
fermentacion ruminal de nutrientes, impedir la total liberacion de N, reducir la
permanencia en rumen y aumentar la excrecién fecal de la N2 (Oncuer et al., 1990;
Taylor-Edwards et al., 2009 a). Si bien, en este trabajo, no se evalud el tiempo de
retencién en rumen del NNP-LC, se observo la presencia de los polimeros de dicha
fuente al momento de recolectar muestras de las canulas duodenales, con lo cual
podriamos esperar los efectos mencionados por estos autores. Aun asi, por una parte
la ausencia de diferencias entre tratamientos en la Digestibilidad in vivo media
aparente, en el consumo de materia seca, en el pH ruminal y en la concentracion
promedio de N-NH; estaria indicando que la cantidad total de N» fue semejante para
todos los tratamientos; mientras que por otra parte las diferencias en la concentracion
de N-NHzs ; lo largo del dia, mostraria un efecto de la frecuencia de suministro sobre su
dindmica. Ilgualmente los resultados de Taylor- Edwards et al., (2009); Oltjen et al.,
(1968); Thopson et al.,, 1972; Owens et al., (1980) y Taylor-Edwards et al., (2009)
demuestran que el NNP-LC tiene de hecho una velocidad mas lenta de liberacion del
nitrégeno que la urea y puede reducir las concentraciones en el tiempo de N-NH3 pero
mantener similares resultados en parametros como concentracion de AGV, pH
ruminal, Digestibilidad y CMS. En nuestra investigacion probablemente no hubo
sincronizacién entre la velocidad con la que los carbohidratos se desdoblaron y la
disponibilidad del nitrégeno degradable en el ambiente de fermentacion para los dos
tipos de fuentes (urea y NNP-LC). Por lo cual, se asume que existi6 un patron de
fermentacion similar entre los tratamiento; que se refleja en la ausencia de diferencias
en las concentraciones totales y en las proporciones de AGV entre tratamientos.,
razon por la cual no fueron encontradas diferencias en los parametros de degradacion.

Continuando con el impacto de la concentracion de N-NHs, ademas de analizarlo
en el ambiente ruminal debe ser analizado en los parametros sanguineos. En este
trabajo y al igual que en los trabajos de Chalupa, (1968); Beitz, (1995 b); Thompson et
al., (1982); Orzechowski et al., (1987); Fernandez et al., (1988); Fernandez et al.,
(1990); Rearte, (1992); Beitz, (1995 c); LeeK, (1995); Bohnert et al., (2002b); Marini;
Van Amburgh, (2003), Marini, et al., (2004); Huntington, et. al., (2006), el incremento

de la disponibilidad de NHs en rumen se correlacioné de forma positiva con la
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concentracion plasmatica de urea. Tal lo esperado, las variaciones en las
concentraciones de urea en plasma se evidenciaron post- alimentacion. Estas
variaciones estan sujetas a las concetraciones de N-NHs, reciclado de nitrogeno vy
asociadas a la frecuencia de suministro (Hersom, 2008; Cole; Todd, 2008). De esta
forma la dosis unica genera un pico maximo en T1 en la hora 4, luego de que en la
hora 1 fuese maxima la concentracion de N-NH3 en rumen. En este sentido, las
diferencias observadas entre los tratamientos se condicen con lo presentado por
Currier etaal,, (2004 a) y Huntington et al.,( 2006) quienes demuestran que
dependiendo de la frecuencia de provision del suplemento de NNP se detectan
variaciones en la concentracion plasmatica de la urea, alcanzando maximos a partir de
la hora y retornando a valores normales pasada las cinco horas post suministro. En el
presente trabajo en ningun momento se llegd a la saturacion de las capacidades de
absorcion en rumen de N-NHs; y la detoxificacion en higado en forma de urea
(Chalupa, 1968; Currier et al., 2004 b), dado que las concentraciones llegaron a
valores normales siempre en un rango inferior a las 5 hs. El presente trabajo permite
remarcar la importancia de la frecuencia en la dosificacién, dado que los parametros
sanguineos resultaron mas estables en el tiempo cuando el nitrégeno no proteico fue
entregado mezclado con la racion, llevando esto a que la ingesta del mismo fuese
paulatina, respecto de la dinamica observada en el tratamiento de toma Unica.

Otra derivacion de las concentraciones ruminales elevadas de N-NHs; es el
aumento de la glucemia, aspecto evaluado por varios autores (Spires; Clark, 1979;
Emmanuel; Edjtehadi, 1981; Emmanuel et al., 1982; Huntington, et al., 2006). El
resultado de dichas investigaciones demuestra que se observan niveles mas altos de
glucosa en sangre, asociados a incrementos de la produccion en higado, a la
desanimacion y catabolismo de aminoacidos para la sintesis de glucosa (Chalupa
1968, Hoover et al., 1963, Huntington et al., 2006) y al aumento de secrecién de
glucagon para evitar la hipoglucemia sumado al ajuste en el uso de AG y cetonas para
obtener energia (Bergman et al., 1974; Beitz 1995 b; Bergman, 1995 y Overton et al.,
1999). El presente trabajo, concuerda con lo expresado por estos autores, dado que
en los T1y T3, al incrementarse la concentracion de N-NHs, se increment6 la urea en
plasma y aunque los valores de glucosa no se diferenciaron, se encontraron cercanos
a valores maximos de referencia observados en bévidos (rango de referencia 0,4- 0,7
g /100ml) (Gagliostro, 1986; Bondi, 1988; Kamande, 2006). Al mismo tiempo, los
valores elevados de la glucosa sanguinea estimulan la liberacién de insulina y

favorecen la incorporacién de glucosa al tejido adiposo, estimula la re-esterificacion de
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acidos grasos (AG) y reduce la actividad de la lipasa y también la liberacion de AG
libres en sangre, aumenta la concentracion de triglicéridos y decrece la formacion de
cuerpos cetonicos. (Beitz. 1995 a; Beitz. 1995 b; Bergman, 1995). La relacion de estas
observaciones y las concentraciones de glucosa vy triglicéridos en sangre de este
trabajo, concuerda. Puesto que el tratamiento con Urea convencional (T3) se
diferencio del resto presentando valores minimos en concentraciones de triglicéridos
en plasma (p= 0,024) acompanado del menor valor de glucemia, en cambio los
tratamientos T2 y T1 presentaron maximos valores de concentracién de triglicéridos y
los mayores valores en glucemia; con lo cual nos permite asumir que la fuente de
NNP-LC independientemente de la forma con que se suministrd es responsable de
esta respuesta.

En vista de los resultados de las concentraciones de N-NHs, las estrategias
para mejorar la utilizacion de amoniaco para sintesis microbiana de proteina es la
sincronicidad con fuentes energéticas, que incluye cambios en la cantidad,
disponibilidad y degradabilidad de proteinas y carbohidratos (Lapierre; Lobley, 2001) e
implica coexistencia y disponibilidad (Hersom, 2008). Los microorganismos pueden en
el corto plazo sortear los efectos de ascincronias entre fuentes energéticas y
nitrogenadas reciclando el nitrégeno via NHs y urea (Firkins, 1996; Valkenerset et. al.,
2004; Cabrita et al., 2006; Hersom, 2008). En el presente trabajo ni la forma de
suministro ni el tipo de fuente de NNP generaron diferencias en la SPM, al igual que
en los trabajos de Richardson et al., (2003); Reynolds; Kristensen, (2008). En cambio
en otros trabajos se encontraron diferencias pero debidas a los altos requerimientos
proteicos demandado por animales que ademas de NNP necesitaban aminoacidos
provenientes de las proteinas del alimento (Tedeschi, et al., 2002; Ludden et al., 2002
a; Ludden et al., 2002b; Valkeners et al., 2004; Valkeners et al., 2006; Britos et al.,
2007; Marichal et al., 2009; Taylor-Edwards, et al., 2009 a; Taylor-Edwards, et.al,,
2009 b). Al mismo tiempo, Golombeski y col. (2006); Kononoff y col., (2006),
concluyen que NNP-LC permitiria el aporte sostenido de nitrogeno a los
microorganismos del rumen aumentando la eficiencia de utilizacion del amoniaco
liberado, es decir la sincronicidad. Esto es asi siempre que se acompafie con una
fuente de carbohidratos que al desdoblarse acompanie el aporte de N2 (Duque et al.,
2009; Galo et al 2003; Dewhurst et al., 2000). El presente trabajo concuerda en parte
con estas afirmaciones, dado que los resultados ponen en evidencia que el aporte
sostenido de N a los microorganismos del rumen y la estabilidad del ambiente ruminal

para un uso eficiente del NH3 estaria asociado a la frecuencia de suministro de este
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producto. Asi se evidencia en T2 en el comportamiento mas estable de las variables
uremia y N-NHs ruminal, mostrando una menor dispersion entre el valor maximo y el
minimo. Puesto que en el T2 (NNP-LC mezclado con la racién) las concentraciones de
amoniaco en el rumen se encontraron por encima del rango 5-23,5 mg/dl,
asumiéndose entonces que se alcanzdé el maximo en la sintesis de proteina
microbiana (SPM) (Setter; Roffler, 1975). Si bien el rango expresado en la literatura
para maximizar la tasa microbiana es muy amplio (Satter, Roffler, 1975), en el
presente trabajo los niveles nunca fueron inferiores a 15 mg/dl, independientemente de
la frecuencia de suministro o fuente de NNP, con lo cual se plantea que se ha
alcanzado el maximo de sintesis de proteina en todos los casos. Los valores de SPM
encontrados en el presente trabajo (90 y 230 g SPM por kg MO digerida) se
encuentran dentro de los rangos propuestos por distintos autores (Bondi, 1988; Milton,
et al., 1997). Siendo que no se observaron diferencias en la DivMS, ni en la SPM, se
considera que ni el tipo de fuente nitrogenada ni la frecuencia de suministro generaron
un ambiente ruminal limitante para el crecimiento bacteriano aspecto que puede ser
reforzado en funcidn de los presentado por distintos autores (Bunting et al., 1989 a y b;
Bowen et al., 1998; Currier et al., 2004 b Il).
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6. CONCLUSION

En el contexto del presente trabajo la utilizacion de NNP de liberacion controlada en
novillos que consumen ensilaje de maiz reunié evidencia suficiente para afirmar que:

o Atempera las asincronia entre la oferta de energia y nitrégeno a nivel

ruminal en especial cuando es entregada en forma conjunta con la

racion.

La forma de suministro, incide en las concentraciones de parametros

ruminales y en las concentraciones de metabolitos en plasma.

Cuando se incrementa la concentracion de N-NHs, el metabolismo
animal responde con incremento en la generacidon de urea,

independientemente de los tratamientos estudiados.

Las concentraciones de N-NH3 no habrian de elevar el pH lo suficiente
como para acelerar la absorcién de N-NHs a través del epitelio ruminal

y generar toxicidad.

La glucosa sanguinea se acerco al maximo observado en bovidos,
efecto que estimula el aumento en la concentracion de triglicéridos en
plasma.

Los resultados del presente trabajo sugieren que la utilizacion de
NNP-LC como suplemento totalmente mezclado con el ensilaje de maiz,
incrementa las concentraciones triglicéridos en plasma y permite mayor
estabilidad en las concentraciones de N-NHs y uremia. Ello genera un
ambiente ruminal mas favorable, pero sin evidenciar diferencias en la
digestibilidad in vivo de la racidén y en la sintesis de proteina microbiana
respecto de la urea convencional con igual frecuencia de suministro o
NNP-LC suministrados en un pulso via ruminal. Independientemente de la
tipo de fuente y frecuencia de suministro, el NNP no repercutido en la
DivMS, ni en los patrones de consumo como asi tampoco en la SPM. Por
lo tanto NNP-LC puede ser utilizado como suplemento de nitrdgeno para
modular la aparicion de N2 en el rumen y puede proporcionar resultados
similares a los encontrados cuando se suplementa con urea sin el

potencial riesgos asociados con esta.
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