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Resumen

RESUMEN GENERAL

Los sistemas modernos de formulacién de raciones para el vacuno lechero
se basan en los conceptos de proteina digestible y aporte de AA al intestino
delgado del rumiante. De la cantidad total de proteina sintetizada en el rumen y
que llega al intestino delgado del rumiante, una proporcion importante, aunque
variable, corresponde a la proteina microbiana, la cual proviene,
fundamentalmente, de las bacterias. Aunque la mayor parte de las bacterias
estan adheridas a las particulas sélidas (BS), en la mayoria de los estudios
realizados con el fin de evaluar los aportes de proteina microbiana se utilizan
muestras de bacterias obtenidas de la fraccién liquida del contenido ruminal (BL).
Existe suficiente evidencia que indica que la composicion quimica y el perfil de
AA difieren entre BL y BS. Esas diferencias pueden estar relacionadas con
importantes errores en la prediccion del flujo de proteina y AA de origen
microbiano. Por otro lado, es probable que factores relacionados con la dieta
(relacién forraje:concentrado, nivel de fibra, tamafio de particulas del forraje,
nivel de ingestion, ...) por sus efectos en el patron de fermentacion y
metabolismo proteico, puedan afectar a la contribucion parcial de BL y BS, y con
ello a los aportes de proteina o AA de origen microbiano. De igual forma, la
contribucion parcial de BL y BS también puede ser alterada como consecuencia
de los cambios que se producen en el entorno ruminal debido a variaciones en la
dieta o en las pautas de alimentacién (pH, tasa de dilucidn, ...). El estudio de
cada uno de dichos factores in vivo es dificil, ya que la complejidad de la
fermentacién ruminal puede confundir la interpretacion de los resultados. En este
contexto, el uso de los sistemas in vitro de cultivo continuo (fermentadores)
ofrecen la oportunidad de estudiar cada uno de los factores de forma aislada,
manteniendo el resto de factores constantes. Por lo tanto, los principales
objetivos del presente trabajo fueron evaluar el efecto de variaciones en la dieta
(nivel de fibra y tamafio de particulas del forraje) y en las condiciones de
fermentacion (pH y tasa de dilucién de soélidos) en la fermentacion ruminal, el

flujo de nutrientes, y el perfil y flujo de AA de origen microbiano utilizando la

vii



Resumen

composiciéon de BL y BS en los calculos en un sistema de cultivo continuo de

flujo doble.

Los principales objetivos del primer experimento fueron: 1) Poner a punto la
técnica de fermentadores para dar inicio a una nueva linea de investigacion para
estudiar la fermentacién microbiana ruminal y el flujo post-ruminal de nutrientes.
2) Evaluar la posibilidad de obtener muestras de bacterias aisladas de las
fracciones liquida y solida en cantidad suficiente para permitir realizar las
determinaciones analiticas correspondientes. 3) Se evalué ademas, el efecto de
la inclusion del aditivo Regepro® en la fermentacion microbiana y el flujo post-
ruminal de nutrientes utilizando muestras de BL y BS. Para ello se utilizaron
ocho fermentadores continuos de flujo doble en tres periodos consecutivos de 8
dias (5 de adaptaciéon y 3 de muestreo). Los tratamientos fueron la dosis del
aditivo Regepro® (0; 0.15; 0.30 y 0.45 g/kg MS) y del tipo de dieta (CS = dieta a
base de silo de maiz y RS = dieta a base de silo de raygrass). El disefo
experimental fue en bloques al azar con arreglo factorial (2 x 4) de tratamientos.
Las condiciones de temperatura (39°C), pH (6.4), tasa de dilucion de liquidos
(10%/h) y solidos (5%/h), e ingestion (100 g MS/d) se mantuvieron constantes. El
ultimo dia de muestreo, el contenido del fermentador se utilizé para aislar BL y
BS, cuya composicion se utilizd para estimar el flujo de N de origen microbiano.
Los resultados observados permiten concluir que ambos objetivos se cumplieron,
ya que por un lado, se puso a punto el equipo de fermentacién como método de
estudio y, por el otro, la cantidad de muestra de ambas fracciones microbianas
fue suficiente (superior a 1 g por fermentador y tratamiento) para permitir la
realizacién de los analisis correspondientes. Los datos obtenidos confirman las
diferencias en la composicion quimica entre BL y BS, aunque sélo se
correspondieron en diferencias significativas en la estimacion de la digestibilidad
real de la MS. Por ultimo, la inclusién de Regepro® a dosis moderadas (0.15 —
0.30 g de Regepro®100 g MS dieta), resulté en la reduccion en la concentracidn
de N amoniacal (-18%, P < 0.10) sin afectar a otros parametros de la
fermentacion ruminal, lo cual se considera un efecto positivo para su uso
potencial en el vacuno lechero con el propdsito de disminuir la concentracién de

amoniaco en el rumen cuando se utilizan dietas con alto contenido proteico.
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En el segundo experimento se estudiaron de forma aislada los efectos del
nivel de fibra en la dieta (NF: FA = 67:33 y FB = 39:61 heno de
alfalfa:concentrado, respectivamente) y el tamafo de particulas del forraje (TP:
PG = >3 mm; PP = <1 mm) en la fermentacion microbiana y el flujo post-ruminal
de nutrientes, utilizando muestras de BL y BS. Para ello se utilizaron 8
fermentadores continuos de flujo doble en dos periodos consecutivos de 10 dias
cada uno (7 de adaptacion y 3 de muestreo). El disefio experimental fue en
bloques al azar con arreglo factorial (2 x 2) de tratamientos, que fueron la
combinacion del los 2 niveles de fibra y tamafo de particulas. Las condiciones
de temperatura (39°C), pH (6.4), tasa de dilucion de liquidos (10%/h) y sdlidos
(5%/h), e ingestién (95 g MS/d) se mantuvieron constantes. El ultimo dia de
muestreo se aislaron bacterias BL y BS de cada fermentador, cuya composiciéon
se utilizo para estimar la digestibilidad real de la MO, la eficiencia de sintesis de
proteina microbiana (ESPM), y el flujo de N y de AA de origen microbiano. No se
observaron efectos del NF o TP en la digestibilidad real de la MS, MO o de la
fibra. La produccion total de AGV fue mayor (P < 0.05) en FB (122 mM)
comparado con FA (102 mM). La proporcion de acetato fue mayor en FA (63.5%)
comparado con FB (58.2%). Cuando se utilizé la PP en vez de la PG, se observo
una reduccion (P < 0.05) en la proporcion de acetato (63.4 vs 58.3%,
respectivamente), y en la relacibn acetato:propionato (3.13 vs 2.41,
respectivamente). No se observaron efectos de NF o TP en la concentracion de
N amoniacal, ni en los flujos de N (total, amoniacal, no amoniacal o alimentario)
o0 en la degradacion de la proteina, excepto para el flujo de N de origen
microbiano, el cual fue mayor, y el flujo de N de origen alimentario que fue menor
en PP comparado con PG, aunque solo cuando BL se utilizé en los calculos. La
ESPM se vio afectada por TP cuando BL se utilizd en los calculos y por NF
cuando BS se utilizé en los calculos. El perfil de AA difirié entre BL y BS (P <
0.05) en 4 de los 16 AA estudiados. EI NF y TP afectaron poco al perfil y al flujo
de AA de origen microbiano. Sin embargo, el flujo de AA de origen microbiano
fue mayor en 13 de los 16 AA evaluados, cuando BS en vez de BL se utilizaron
en los calculos. Los efectos del NF y TP sobre la fermentacion microbiana, y el

perfil y el flujo AA fueron independientes de la dieta, el pH, la ingestiéon o las
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tasas de dilucion. La estimacion del flujo de N bacteriano, la ESPM, vy el perfil y
el flujo de AA de origen microbiano fueron dependientes del tipo de poblacion
microbiana utilizada en los calculos, por lo que la representatividad de la muestra
microbiana es esencial para una estimacion precisa del flujo de AA de origen

microbiano.

En el tercer experimento también se utilizaron los 8 fermentadores
indicados anteriormente, pero en este caso los factores evaluados fueron el pH
(Alto: 6.5 y Bajo: 5.5) y la tasa de dilucion de sdlidos (TD; lenta, TDL= 4%/h y
rapida TDR= 10%/h) en la fermentacion microbiana y el flujo post-ruminal de
nutrientes, utilizando muestras de BL y BS. La fase experimental consistié
igualmente de 2 periodos de 10 dias cada uno (7 de adaptacion y 3 de
muestreo), utilizando el mismo disefio experimental (bloques al azar con arreglo
factorial de tratamientos), que fueron la combinacion de los dos factores
principales. En este caso las condiciones que se mantuvieron constantes fueron
la temperatura (39°C), la tasa de dilucion de liquidos (10%/h) y el nivel de
ingestion (80 g MS/d). De igual forma, el ultimo dia de muestreo se aislaron BL y
BS de cada fermentador, cuya composicion se utiliz6 para estimar la
digestibilidad real, la ESPM, y el fluo de N y AA de origen microbiano. La
digestibilidad real de la MS y MO fueron menores a pH bajo, pero sélo cuando
BS se utilizo en los calculos. La digestion de la fibra disminuyd a pH bajo y TDR.
La produccién total y el perfil de AGV fueron afectados mas por el pH que por la
TD. A pH 5,5, la concentracion y el fluo de N amoniacal (P < 0.05), y la
degradacion de proteina (P < 0.10) fueron menores vy el flujo de N alimentario fue
mayor (P < 0.10) cuando se compard con el pH 6.5. La ESPM tendié a ser
mayor a pH bajo (P < 0.10), pero sélo cuando BS se utilizd en los célculos. La
TDR se caracterizé por un mayor flujo de N de origen microbiano, degradacion
de la proteina y ESPM, y un menor flujo de N de origen alimentario comparado
con TDL. Sin embargo, los resultados de flujo de N de origen alimentario y
degradacion proteica fueron dependientes de la poblacion bacteriana utilizada en
los calculos. Para estimar la contribucion de los AA microbianos al flujo total de
AA utilizando BL o BS, el contenido de AA de cada aislado bacteriano fue

multiplicado por el flujo de MS bacteriana estimada para cada fraccion. El pH
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afectd el perfil (P < 0.05) pero no al flujo estimado de AA de origen microbiano.
La TD afectd (P < 0.05) al perfil y al flujo estimado de AA de origen microbiano.
La variacion en la TD (de 10 a 4%/h) resulté en diferencias en el flujo estimado
de AA microbianos en 11 de los 16 AA medidos, aunque el numero de AA y la
magnitud de la diferencia fueron dependientes de la poblacién microbiana
utilizada en los calculos. Sin embargo, al comparar el perfil o el flujo de AA entre
BL y BS, solo se observaron diferencias en el contenido (gAA/100 gAA) de Phe,
His y Tyr. Los resultados demuestran que tanto el pH como la TD afectaron el
patron de fermentacion microbiana, pero los resultados fueron dependientes de
la poblacién microbiana utilizada como referencia en los calculos. El contenido
de AA en BL y BS puede variar segun las condiciones de fermentacion. Sin
embargo, la variaciéon en la estimacién de la sintesis de proteina microbiana
observados con los cambios en la TD tuvieron un mayor impacto en el flujo
estimado de AA microbianos que las diferencias observadas en el perfil de AA

de las bacterias.
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Resumen

ABSTRACT

Current feeding system for dairy cattle protein nutrition define requirements
and dietary supplies of N on the bases of metabolizable protein and AA. An
important but variable proportion of total protein flowing to the small intestine is
microbial protein, which is mainly of bacterial origin. Although the largest
proportion of the rumen microbial bacteria is attached to feed particles (SAB),
most research to evaluate supplies of microbial protein has been conducted
using the bacterial population associated with the liquid fraction (LAB). There is
considerable evidence that the chemical composition and the AA profile of LAB
and SAB differ. These differences may be responsible for errors in the prediction
of the flow of bacterial protein and AA. It is likely that dietary factors (forage to
concentrate ratio, fiber content, forage particle size, intake,...) will affect the
partial contribution of each bacterial fraction and their estimated contribution to
the supply of protein or AA from microbial origin to the small intestine. Similarly,
the partial contribution of each bacterial fraction may be altered as a
consequence of the changes produced in ruminal conditions (pH and dilution rate)
when diet or feeding conditions are modified. The isolation of these main factors
in vivo is difficult, because ruminal complexity may confound the results. In this
context, the use of in vitro continuous culture system (fermenters) offers the
opportunity to study each factor independently, while maintaining constant other
factors. The main objectives of this study were to evaluate the effect of changes
in the diet type (fiber level and particle size) and in the fermentation conditions
(pH and dilution rates) on fermentation profile, nutrient flows and the profile and
flow of AA from bacterial origin using LAB or SAB composition data in a dual-flow

continuous culture system.

The main objectives of the first experiment were: 1) To set up of the dual-
flow continuous culture system as a method to study the microbial fermentation
and post-ruminal nutrient flow. 2) To evaluate the possibility to obtain sufficient
samples of LAB and SAB for chemical analysis. 3) To study the effect of the
inclusion of Regepro® (RP) on microbial fermentation and nutrient flows using

LAB and SAB isolates. Eight dual-flow continuous culture fermenters (1,320 mL)
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were used in three consecutive periods (5 for adaptation and 3 for sampling).
Treatments were diet type (CS = Corn silage; RS = Ryegrass silage based diets)
and RP dose (0; 0.15; 0.30, and 0.45 g/kg DM). Data was analyzed as a
completely randomized block with a 2 x 4 factorial arrangement of treatments.
Temperature (39°C), pH (6.4), liquid (10%/h) and solid (5%/h) dilution rates, and
intake (100 g DM/d) were maintained constant. The LAB and SAB were obtained
the last day of sampling, and composition data was used to estimate microbial N
flow. The fermentation system was succesfully installed and enough sample of
SAB and SAB was obtained to conduct all required analysis. Results confirmed
the differences in chemical composition between LAB and SAB, but only the
estimated true DM digestibility was affected by the bacterial isolate used for
calculations. The inclusion of RP at intermediate doses (0.15 — 0.30 g RP/100 g
DM diet) reduced ammonia N concentration (18%, P < 0.10), with no other
effects on microbial fermentation profile, which is considered a positive effect.
This finding indicate that the additive RP may be included in dairy cattle diets to

reduce ammonia N concentration when higher protein diets are fed.

The second experiment consisted in the evaluation of the effect of fiber
content in the diet (FC: HF = 67:33 and LF = 39:61 alfalfa hay:concentrate,
respectively) and particle size of forage (PS: LS == 3 mm; SS = < 1 mm) on
microbial fermentation, nutrient, and AA flow of microbial origin, using LAB and
SAB compositional data. Eight dual-flow continuous culture fermenters were
used in two consecutive periods of 10 days each (7 for adaptation and 3 for
sampling). Data was analyzed as a completely randomized block with a 2 x 2
factorial arrangement of treatments. Temperature (39°C), pH (6.4), liquid (10%/h)
and solid (5%/h) dilution rates, and intake (95 g DM/d) were maintained constant.
The LAB and SAB were obtained the last day of sampling, and composition data
was used to estimate true OM digestibility, efficiency of microbial protein
synthesis (EMPS), and microbial N and AA flow. There were no effects of fiber
content or particle size on true OM or fiber digestibilities. Total VFA production
was higher (P < 0.05) in HF (122 mM) compared with LF (102 mM). The
proportion of acetate was higher for HF (63.5%) compared with LF (58.2%).

When SS was fed instead of LS, there was a reduction (P < 0.05) in the acetate
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proportion (63.4 vs 58.3, respectively), and in the acetate to propionate ratio
(3.13 vs 2.41, respectively). There were no effect of FC or PS on ammonia-N
concentration, and on total, ammonia, non-ammonia and dietary N flows, or on
protein degradation, except for bacterial N flow that was higher, and dietary N
flow that was lower in SS compared to LS when LAB were used for calculations.
The EMPS was affected by PS when LAB were used for calculations, and by FC
when SAB were used. The AA profile of LAB differed from SAB (P < 0.05) in four
out of 16 AA. The FC and PS had small effects on microbial AA profile and flows.
However, the bacterial AA flow was higher in 13 of out 16 AA, when SAB instead
of LAB were used for calculations. The effects of FC or PS on fermentation
pattern and AA profile and flows were independent of diet, pH, intake and dilution
rates. Estimates of bacterial N flow, EMPS, and AA profile and flows of microbial
origin were dependents on the type of microbial population used for calculations.
The representativeness of the microbial samples is essential for the accurate

prediction of the AA flow from microbial origin.

The third experiment was designed to study the effects of pH and solid
dilution rates on microbial fermentation and nutrients flows using LAB and SAB
composition data. Eight dual-flow continuous culture fermenters were used in two
consecutive 10-d periods (7-d for adaptation and 3-d for sampling). Temperature
(39 °C), intake (80 g DM/d) and liquid dilution rate (10%/h) were maintained
constant. Treatments were arranged in a 2 x 2 factorial, being pH (High: 6.5; low:
5.5) and solid dilution rate (Slow: 4%/h = SSDR; or Fast: 10%/h = FSDR) the
main factors. The LAB and SAB isolates were obtained the last day of sampling
for chemical analysis, and composition data was used to estimate true OM
digestibility, efficiency of microbial protein synthesis (EMPS), and microbial N and
AA flow. True digestibility of DM and OM were lower at low pH, but only when
SAB were used for calculations. Fiber digestion was also lower at low pH and
FSDR. The VFA production and profile were affected more by pH than DR. At pH
5.5, the ammonia N concentration and flow (P < 0.05), and protein degradation
(P < 0.10) were lower, and that of dietary N flow higher (P < 0.10) compared with
pH 6.5. The EMPS tended (P < 0.10) to be higher at low pH, only when SAB

were used for calculations. The FSDR was characterized by a higher bacterial N
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flow, protein degradation and EMPS, and a lower dietary N flow compared with
SSDR. However, results of dietary N flow and protein degradation were different
depending on the bacterial population selected for calculations. To estimate the
contribution of microbial AA to the total AA flow using LAB or SAB, the AA
content of each bacterial isolate was multiplied by the bacterial DM flow
estimated within each isolate. Solid dilution rate and pH affected (P < 0.05) the
AA profile of LAB and SAB. The pH did not affect the estimated flow of bacterial
AA. The change of solid dilution rate (10 to 4%/h) resulted in differences in the
estimated flow of microbial AA in 11 out of the 16 AA measured. The number of
AA that changed were dependent of the microbial population data used. When
the average across all treatments of the AA content (QAA/100 gAA) or flow (g/d)
of SAB vs LAB were compared, no significant differences were detected, except
for the content of Phe, His, and Tyr. Results demonstrate that dilution rate and
pH affected microbial fermentation profile. However, results were different
depending on the microbial population selected for calculations. The AA content
of SAB and LAB may be different and affected by ruminal fermentation conditions.
However, variation in the estimation of microbial protein synthesis observed with
changes in solid dilution rate has a greater impact than differences in the AA

profile in the estimated microbial AA flow.
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1. Introduccién

El nivel de produccién del vacuno lechero en Europa Occidental y en
Norteamérica ha aumentado espectacularmente en los ultimos 20 afios, con
rebafos cuyas producciones medias anuales superan los 12.000 Kg por animal
(Tamminga y Hof, 2000; USDA, 2001). Este aumento se ha debido
fundamentalmente a las mejoras en genética, reproduccion, manejo y
alimentacion. Los conocimientos cientificos en el area de la nutricion animal han
permitido el desarrollo de guias y normas de formulacion (INRA, 1988; Russell et
al., 1992; AFRC, 1993; NRC, 2001), y la aplicacion de los avances del

conocimiento a las condiciones reales de produccion.

Los primeros sistemas modernos de formulacion utilizaron el concepto de
proteina bruta (PB) digestible (NRC, 1978) para determinar las necesidades y
aportes de proteina en rumiantes. Sin embargo, este concepto no permitia
describir los procesos metabdlicos de la proteina en el rumen, ni predecir la
cantidad y naturaleza de la proteina disponible en el intestino delgado para su
absorcion y utilizacion metabdlica (Tamminga y Hof, 2000). La principal
limitacion de la proteina bruta como criterio de formulaciéon es que ignora las
numerosas transformaciones que la proteina sufre durante la fermentacion

ruminal.

El primer avance importante en la incorporacion de conceptos de fisiologia
ruminal en los sistemas de formulacién proteica fue la introduccion de los
conceptos de proteina degradable y no degradable en rumen (INRA, 1988;
AFRC, 1993; NRC, 1985, 1989). Este esquema contempla las distintas vias de
utilizacion de la proteina ingerida en la dieta, y hace una separacion entre las
necesidades de proteina degradable de los microorganismos, y las necesidades
totales del animal (Chase, 1996; Tamminga y Hof, 2000). La definicion y
observacion de estas fracciones son particularmente importantes en la
formulacion de raciones para el vacuno lechero de alta produccion (Schingoethe,
1996), ya que permite mejorar la precision en las predicciones de las

necesidades y los aportes de la proteina en el vacuno lechero.
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A pesar de las mejoras derivadas de la incorporacion de estos conceptos
en la formulacion de raciones, estos sistemas tenian aun limitaciones. Entre
ellas, la utilizacién de un valor fijo de digestibilidad intestinal para la proteina no
degradada en rumen, la utilizacion de un valor constante para la eficiencia de
sintesis de proteina microbiana (NRC, 1989; INRA, 1988, Russell et al., 1992), el
ignorar la contribucion de la proteina enddgena al flujo intestinal, y la falta de
definicion de las necesidades y aportes de aminoacidos (AA) al intestino
delgado, entre otras (NRC, 1989; INRA, 1988).

Los sistemas de formulacion de raciones mas recientes para el vacuno
lechero se basan en los conceptos de proteina digestible en el intestino (INRA,
1988) y de aporte de aminoacidos al intestino delgado del rumiante (O’Connor et
al., 1993; Rulquin and Verité, 1993; NRC, 2001). Los rumiantes, al igual que los
monogastricos, necesitan AA absorbibles, y no proteina per se, para la sintesis
de tejidos y proteinas de la leche (Schwab, 1996; NRC, 2001). Este hecho se
considera un paso adelante en el refinamiento de la formulacion de raciones

para el vacuno lechero de alta produccion.

Mas recientemente, el interés en mejorar la precision en la formulacion
proteica en los rumiantes ha dependido no sélo de la necesidad de seguir
mejorando la produccién y reduciendo costes, sino que se ha visto presionado
por reducir el impacto medio ambiental del uso excesivo de nitrogeno en las
dietas (Berentsen et al., 1992; Rulquin y Verité, 1993; Tamminga, 1996). La
mejora en la precision en la formulacion de raciones pasa, probablemente, por el
desarrollo de modelos mecanisticos y dinamicos de la fermentacién ruminal.
Oldham (1996) enumerd diez elementos basicos necesarios para describir el
metabolismo proteico en el rumen y predecir los aportes proteicos de una racion,
y que son utilizados en diferentes grados de complejidad por los actuales

sistemas de formulacion proteica en el vacuno lechero:

e Proteina bruta degradada en rumen
¢ Ritmo de degradacion y paso de la digesta
e Produccién de proteina microbiana en funcién de la energia

e Proporcion de la proteina verdadera en la proteina bruta microbiana
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e Cantidad de nitrégeno no proteico (NNP) que se recicla al rumen

e Coeficiente de absorcion real en el intestino delgado de la proteina
microbiana verdadera

e Coeficiente de absorcion real en el intestino delgado de la proteina
alimentaria no degradada en rumen

e Pérdidas de N enddgeno

e Eficiencia de conversion de la proteina absorbida en proteina animal

e Necesidades proteicas para los procesos de mantenimiento,

crecimiento, gestacién y produccion.

Aunque los sistemas de formulacién proteica comparten los principios
basicos, presentan diferencias numéricas con respecto a la caracterizacion de
los alimentos y las necesidades del animal. El valor asignado a cada uno de los
parametros arriba sefialados, y que son utilizados para valorar el metabolismo

ruminal de la proteina, difiere entre los distintos sistemas.

Las diferencias observadas en los valores de ritmo de paso de la digesta y
la eficiencia de sintesis de proteina microbiana utilizados en los distintos
sistemas de racionamiento del vacuno lechero constituyen un ejemplo de esta
variacion. En el sistema de formulacién utilizado en los paises escandinavos se
asigna un valor de 0.08 para el ritmo de paso; en el sistema holandés se toma
en cuenta el tipo de dieta utilizada, y el valor difiere entre forrajes y concentrados
(0.045 para forrajes y 0.06 para concentrados) (Tamminga y Hof, 2000). En el
sistema Cornell (Cornell Net Carbohydrate and Protein System, CNCPS), el
ritmo de paso puede ser cambiado a juicio del usuario segun el tipo y
caracteristicas del ingrediente utilizado y el nivel de ingestion (Russell et al.,
1992). En el NRC (2001) el ritmo de paso de la digesta también difiere segun el
tipo de dieta, y para su estimacion se utilizan distintas ecuaciones: forrajes
verdes = 3.054 + 0.614(DMI, % peso vivo); forrajes secos = 3.362 + 0.479(DMI,
% peso vivo) — 0.007(% concentrado en la dieta) — 0.017(% FND); y
concentrados = 2.904 + 1.375(DMI, % peso vivo) — 0.020(% concentrado en la
dieta). Existen diferencias similares en cuanto al valor de eficiencia de sintesis

de proteina microbiana: 150 g/kg materia organica fermentada en el rumen

3
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(MOFR; paises escandinavos, Tamminga y Hof, 2000); 23.2 g N/kg MOFR
(INRA, 1988); 20.8 g N/kg nutrientes digeribles totales corregido (NRC, 2001).
En el CNCPS (Russell et al., 1992), la eficiencia de sintesis de proteina
microbiana no se considera constante, sino que ésta depende de distintos
factores como: las necesidades de mantenimiento de los microbios, la velocidad

de crecimiento, la disponibilidad de energia y proteina, etc.

En todos los sistemas, los aportes de proteina o AA al intestino delgado del
rumiante corresponden a la sumatoria de la proteina microbiana sintetizada en el
rumen, la proteina endogena y la proteina alimentaria no degradada en el rumen
(Cecava et al., 1990b; Clark et al., 1992; Cozzi et al., 1995). La complejidad de
los factores que afectan al flujo de cada una de estas fracciones hace dificil
predecir la cantidad y el perfil de los AA (nutrientes que finalmente seran
absorbidos por el animal) que fluyen al intestino delgado del rumiante (Kung y
Rode, 1996), ya que a diferencia del monogastrico, la composiciéon en AA de la
proteina disponible para el animal depende de la naturaleza de la proteina que
sale del rumen, y no de la que es ingerida por el animal (Hvelplund y Madsen,
1985).

De la cantidad total de proteina que sale del rumen, una proporcion
importante, aunque variable (55.1 + 16.7%), corresponde a la proteina de origen
microbiano (Archimede et al., 1997), la cual representa entre el 55 y el 87% del
total del N aminoacidico (Clark et al., 1992), e indica la relevancia de esta
fraccidn para el vacuno lechero. Sin embargo, la estimacion de la contribucion al
flujo total de proteina que llega al intestino delgado, asi como la determinacion
del perfil de AA y los factores que lo afectan, continua siendo un factor limitante
de los sistemas actuales de formulacion. La importancia de la mejora en la
precision de dichas predicciones justifica el desarrollo de numerosos trabajos
experimentales en esta area (Mabjeesh et al., 1997; Firkins et al., 1998;

Timmermans et al., 2000; Bateman et al., 2001a, b).

La mejora en la prediccion del flujo de AA de origen microbiano requiere la
prediccion del flujo de proteina microbiana total, su perfil de AA, y los factores

alimentarios o del entorno que los afectan. El objetivo de esta revision es
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actualizar los conocimientos de los factores que afectan al perfil y flujo de

aminoacidos de origen microbiano al intestino delgado de los rumiantes.

2. Fermentacion microbiana de los nutrientes en el rumen.

El proceso de fermentacion anaerdbica en el rumen convierte los
substratos (principalmente carbohidratos y proteinas) en proteina microbiana y
otros productos finales de la fermentacidén (acidos grasos volatiles, CO,,
péptidos, AA, ...), los cuales son metabolizados por el rumiante. Se considero
conveniente iniciar esta revision bibliografica con una visidon general del proceso
de fermentacion microbiana de los carbohidratos y las proteinas en el rumen,
debido a la importancia de estos nutrientes para la sintesis de proteina
microbiana en el rumiante. Este aspecto constituye un paso previo al estudio de
la sintesis de proteina microbiana, los factores que la afectan y sus efectos

sobre el flujo de AA al intestino delgado del rumiante.

2.1. Degradacion de los carbohidratos en el rumen.

El grado y velocidad de degradacion de los carbohidratos en el rumen varia
segun el tipo y estructura de los mismos (McAllister et al., 1990, 1993, 1994,
Varga y Kolver, 1997, Figura 1), y segun la poblacién microbiana predominante
(Hespell y Bryant, 1979; Sniffen et al, 1983). El tipo de carbohidrato aportado en
la dieta condiciona la proliferacion y actividad fermentativa de un conjunto de
microorganismos determinado (Sniffen et al., 1983). Si la dieta ofrecida contiene
mayor proporcion de carbohidratos estructurales (dieta forrajera), proliferan las
bacterias celuloliticas, las cuales degradan principalmente celulosa,
hemicelulosa y pectina (Van Soest et al, 1994, Weimer et al., 1999). Las
condiciones que prevalecen en un rumen alimentado con una dieta forrajera,
como son un mayor tiempo de retencion de las particulas en el rumen, y el pH
ruminal cercano a la neutralidad, propician su crecimiento y replicacion
(McAllister et al., 1994; Weimer, 1996).
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La actividad degradativa de las bacterias celuloliticas se inicia con la

adhesion a la superficie de la pared celular, provocando la ruptura y subsecuente

degradacion de substratos celulésicos (Kudo et al., 1987; Theodorou y France,

1993; McAllister et al., 1994; Weimer, 1996). Este factor se considera uno de los

principales condicionantes de la digestién de la fibra (Mackie y White, 1990;

Weimer, 1996). La actividad degradativa de las bacterias celuloliticas difiere

segun la familia botanica del forraje (leguminosas vs gramineas), el estado

fisiologico, el grado de madurez de la planta, la forma fisica, el procesado y la

presencia de factores anti-nutritivos (Galyean y Goetsch, 1993).

Hidroélisis

Fermentacion

M
L]
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! !

Maltosa Celobiosa Ac. galacturénico —) Xilosa

) Hexos:/\
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ATP

Piruvato ~ ——<__ __ Viaacrilato

ATP
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CO,+H,
ATP
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Metano

Figura 1. Rutas metabdlicas de los carbohidratos en el rumen (Fuente: France y
Siddons, 1993, Jouany et al., 1995).

Por el contrario, si la dieta suministrada al animal incluye grandes

cantidades de carbohidratos no estructurales (azucares, almidones o
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carbohidratos rapidamente degradables), proliferan los microorganismos con
elevada actividad amilolitica (Theodorou y France, 1993). Los granos de
cereales constituyen la principal fuente de carbohidratos no estructurales. No
obstante, existen diferencias importantes en el patron de degradacion
microbiana ruminal segun el tipo de cereal y su ritmo de degradacion (por
ejemplo, maiz vs cebada), o el método de procesado al cual es sometido (Nocek

y Tamminga, 1991; Noziére y Michalet-Doreau, 1997; Archimede et al., 1997).

La adhesion y colonizacion de las particulas del granulo constituye, al igual
que en el caso de bacterias celuloliticas, el primer paso de la digestion de
almidones por parte de las bacterias amiloliticas (McAllister et al., 1990, 1993).
Este grupo de bacterias se caracterizan por poseer una velocidad de crecimiento
rapida, gran afinidad por los substratos y tolerancia a niveles de pH ruminal
inferiores a 6.0 (Russell, 1991).

Cuando los carbohidratos (estructurales y no estructurales) se exponen al
ataque microbiano experimentan, en primer lugar, una fase de hidrdlisis que los
degrada hasta hexosas y pentosas (Figura 1). Posteriormente, sigue una fase
fermentativa (via piruvato) hasta la formacion de los acidos grasos volatiles
(AGV), principalmente acetato, propionato y butirato. Dichos acidos se producen
por la accibn de enzimas bacterianos (principalmente extracelulares) y
protozoarios (principalmente intracelulares, Russell y Strobel, 1993). Los AGV
son los principales productos finales de la fermentacion de carbohidratos en el
rumen, asi como también la principal fuente de energia utilizada por los
rumiantes, y su concentracidn y proporciones son consecuencia de la
composicion del substrato y la poblacion microbiana que los degrada (Nocek y
Tamminga, 1991; Beever, 1993; France y Siddons, 1993; Van Houtert, 1993).

2.2. Degradacion de los compuestos nitrogenados en el rumen.

La degradacion de la proteina en el rumen se presenta de forma
esquematica en las Figuras 2 y 3. Las proteinas, bien de origen alimentario o

endogeno, se degradan por la accion microbiana a componentes simples:
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péptidos, AA y amoniaco (Wallace y Cotta, 1988; Mackie y White, 1990;
Broderick et al., 1991; Wallace, 1996). Los AA y los péptidos pueden ser
utilizados directamente por los microorganismos ruminales, o se desaminan para
producir cadenas carbonadas y amoniaco (Maeng y Baldwin, 1976). EI N
amoniacal constituye la fuente principal de N para los microorganismos
ruminales, el cual puede suplir entre el 40 y el 100% de las necesidades de N

para la sintesis de proteina microbiana (Stern y Hoover, 1979).

NH; Dieta + NNP Dieta Proltel'na Pro?el’na
Urea Dieta endéaena

v v

PND PD

Reciclaje

ATP
Péptidos ¢
> Proteina
microbiana
Outflow
AA

T{—ATP

‘ Esqueletos
? carbonados

ATP
LA 4

Reciclaje Urea < Amoniaco

Absorcion

?

Escape

Figura 2. Representacion esquematica del metabolismo del N en el rumen (Fuente:
Beever, 1993).

El ritmo de degradacién de la proteina en el rumen esta afectado por las
caracteristicas intrinsecas de la proteina (solubilidad, estructura, vy
degradabilidad), y por la actividad proteolitica de los microorganismos ruminales
(Leng y Nolan, 1984; Satter, 1986; Hino y Russell, 1987; Wallace, 1996). La

actividad proteolitica esta regulada, a su vez, por factores relacionados con la

Escape
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dieta, el régimen de alimentacion, la relacién forraje:concentrado, la forma de
presentacion de la racion, el método de procesado, etc. (Satter, 1986; Wallace y
Cotta, 1988; Broderick et al., 1991; Stern et al., 1994). Estos factores pueden
provocar cambios en el pH, en la velocidad de transito ruminal y en la poblacién
microbiana predominante, que a su vez pueden alterar la actividad proteolitica
(Satter, 1986; Wallace, 1996; Schadt et al., 1999). De igual forma, estos factores
afectan a la calidad de la proteina alimentaria no degradada en el rumen y que

fluye al intestino delgado del rumiante (Stern et al., 1994).

Proteinas ™
Proteasas Bacterias: Metabolismo extracelular
Polipéptidos p Protozoos: Metabolismo intracelular
) Hongos: ?
Peptidasas
Oligopéptidos <
Peptidasas
Aminoacidos Metabolismo intracelular utilizado por
Desaminasas bacterias y protozoos para la sintesis
+ microbiana.
Esqueletos C + NH, Hongos: ?
% Fermentacién
AGV Ramificados

Figura 3. Esquema general de las rutas de degradacion de proteina a amoniaco y enzimas
asociadas (Modificado de Mackie y White, 1990; Jouany et al., 1995).

3. Sintesis de proteina microbiana en el rumen y su eficiencia.

3.1. Sintesis de proteina microbiana

La sintesis de proteina microbiana se puede definir como la cantidad de
proteina de origen microbiano producida en el rumen (sintesis neta), y se
expresa en gramos de N o de proteina (N x 6.25) por dia (Van Soest, 1994;
Broudiscou y Jouany, 1995). Sin embargo, en la practica suele medirse como la
cantidad de proteina microbiana sintetizada en el rumen que fluye al intestino
delgado del rumiante (flujo de proteina microbiana). La sintesis diaria de proteina

microbiana no es equivalente al flujo diario, ya que una parte importante de la
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proteina microbiana sintetizada en el rumen no llega al intestino delgado, sino
que se recicla dentro del rumen en proporciones variables, como consecuencia
de la actividad predatoria de los protozoos y, en menor grado, a la accion de
bacteriéfagos y micoplasmas (Firkins, 1996). El reciclaje del N afecta a la
cantidad y a la eficiencia neta de la conversion de los substratos en proteina
microbiana, dado que la proteina microbiana degradada esta sujeta a la
desaminacion, requiriéndose energia para su resintesis (Dijkstra et al., 1998).
Nolan y Leng (1972) indicaron que entre un 30 y 50% de la proteina microbiana
podia reciclarse en el rumen. Por su parte, Firkins (1996) indico que éste rango
puede ser mucho mayor (entre un 20 y 90% del total de de proteina microbiana

sintetizada) dependiendo del tipo de dieta aportada.

Las bacterias, los protozoos y los hongos utilizan los nutrientes aportados
en la dieta para sintetizar proteina de novo en el rumen (NRC, 2001). La mayor
parte de la proteina microbiana sintetizada en el rumen y que llega al intestino
delgado (aproximadamente un 80%), es de origen bacteriano (Nolan, 1993). Los
protozoos, aunque en determinados regimenes de alimentacion pueden
constituir mas de un 40% de la masa microbiana ruminal (Veira, 1986),
contribuyen escasamente (10%) al flujo microbiano total, ya que éstos son
retenidos selectivamente en el rumen, especialmente cuando se suministran
dietas con altos niveles de fibra (Weller y Pilgrim, 1974; Hino y Russell, 1987). La
cantidad de proteina sintetizada por los hongos es aun menor. Ademas, existe
poca informacion disponible sobre su aporte al flujo total de proteina (Orpin,
1983/84), el cual se estima inferior al 5% (Nolan, 1993).

3.2. Estimacion de la sintesis de proteina microbiana.

Para estimar la cantidad de proteina microbiana sintetizada en el rumen y
que fluye al intestino delgado del rumiante se recurre normalmente al uso de
marcadores. Para ello se requiere medir o estimar dos componentes: la cantidad
total de marcador microbiano que sale del rumen y/o que fluye al intestino
delgado (flujo total) y la concentracién de ese marcador en la masa microbiana
(Brodiscou y Jouany, 1995).
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La medicién del flujo total de marcador difiere segun el tipo de experimento
utilizado. En los experimentos realizados in vivo, el procedimiento consiste en
medir o estimar el flujo total del marcador microbiano al abomaso o duodeno.
Para ello se requiere el uso de animales provistos con canulas en esos tramos
del tracto digestivo (Faichney, 1993; Titgemeyer, 1997; Tamminga y Chen,
2000). La medicién del flujo puede realizarse de forma directa o indirecta. La
medicion directa consiste en la coleccion total de la digesta utilizando canulas re-
entrantes (Beever et al., 1974; Oldham y Ling, 1977), aunque su implantacion
provoca alteraciones a nivel intestinal que limitan la obtencidn de muestras
representativas (Faichney, 1993; Tamminga y Chen, 2000; Dewhrust et al.,
2000). La medicién indirecta consiste en utilizar canulas simples (Tipo “T”), en
cuyo caso se toman muestras puntuales representativas del flujo duodenal y se
estima el flujo total mediante el uso de una o dos sustancias indigestibles
marcadoras de flujo. Entre los diversos métodos indirectos, el de doble marcado
es el mas adecuado, y consiste en el uso de dos sustancias marcadoras en
forma conjunta, una para marcar la fase liquida y otra para la fase sélida (Firkins
et al., 1998).

Los experimentos in vitro y, mas especificamente, los sistemas de cultivo
continuo, permiten medir el flujo mediante la coleccién total del efluente, a la vez
que se controla el ritmo de paso de las fracciones liquida y sdlida, por lo que no
se requiere el uso de marcadores de flujo (Stern et al., 1978). Dado que la
presente tesis doctoral se basd en el uso de un sistema de cultivo continuo de
flujo doble, no se profundizara sobre el uso de marcadores para la medicion del

flujo duodenal.

El otro componente necesario para estimar la sintesis de proteina
microbiana consiste en diferenciar la proteina microbiana sintetizada del resto de
compuestos nitrogenados que fluyen al intestino delgado (Cecava et al., 1990b;
Clark et al., 1992; Broudiscou y Jouany, 1995). El procedimiento comunmente

utilizado consiste en:

i) Aislar los microbios presentes en el rumen.

11
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i) Identificar la proteina microbiana en el flujo total de proteina, mediante
el analisis de una sustancia quimica especifica (marcador), que se
supone caracteriza a los componentes microbianos presentes (Stern y
Hoover, 1979).

iii) Realizar el calculo mediante el establecimiento de una relacion N:
marcador microbiano en la digesta y en la muestra de microbios
(Broderick y Merchen 1992; Broudiscou y Jouany, 1995; Titgemeyer,
1997).

La cuantificacién de la sintesis de proteina microbiana constituye uno de
los aspectos mas limitantes en el estudio de la alimentacion proteica de los
rumiantes (Broderick y Merchen, 1992; Firkins et al., 1998). Sin embargo, su
medicion y/o prediccion resulta extremadamente variable (NRC, 2001). Dicha
variacion se relaciona en gran medida con las técnicas de aislamiento
microbiano, y la discriminaciéon de la proteina microbiana frente a la no

microbiana.

3.2.1. Aislamiento microbiano.

La obtenciéon de una muestra representativa de los microorganismos que
habitan en el rumen constituye un aspecto fundamental para lograr una
adecuada estimacion de la sintesis de proteina microbiana. Sin embargo, el
aislamiento microbiano a partir de la digesta ruminal o duodenal constituye uno
de los aspectos mas dificiles de la investigacién del metabolismo nitrogenado
ruminal (Stern et al., 1994). Existen dificultades relacionadas con las propias
técnicas de muestreo y de aislamiento, asi como también con el tipo de

poblacién microbiana utilizada y su composicion.

En la mayoria de los casos, las muestras microbianas utilizadas para
estimar la sintesis y/o eficiencia de sintesis de proteina microbiana contienen
s6lo bacterias de la fraccion liquida (Broderick y Merchen, 1992; Titgemeyer et
al., 1997), aun cuando deberia ser representativa de la poblacion de bacterias y

protozoos asociados con las fracciones liquida y solida de la digesta (Marais,
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2000). Sin embargo, los protozoos son retenidos de forma selectiva en el rumen,
y representan una pequefia proporcién del flujo microbiano total (Weller y
Pilgrim, 1974), por lo que el error cometido con dicha contribucion es menos
importante. Ademas, este aspecto es menos relevante en los sistemas de cultivo
continuo in vitro, ya que la poblacién de protozoos es reducida (Stern et al.,
1978).

El uso de distintos métodos de aislamiento o el uso de muestras no
representativas de toda la poblacion microbiana, se relaciona con diferencias en
la composicidon quimica, lo cual afecta la estimacién de la sintesis de proteina
microbiana. Este aspecto se presenta con mayor detalle en el apartado 4.2.1 de

esta revision bibliografica.

3.2.2. Identificacion de la proteina microbiana mediante el uso de

la técnica de marcadores.

La identificacidon de la proteina microbiana se basa en el uso de sustancias
marcadoras especificas de los microorganismos ruminales. Estas sustancias
pueden ser constituyentes propios de los microorganismos (marcadores
microbianos internos) o bien sustancias quimicas que se incorporan
experimentalmente en los cuerpos microbianos (marcadores externos). El acido
diaminopimélico (DAPA), el acido aminoetil-fosfénico (AEP), la D-alanina, y los
acidos nucleicos (ADN, ARN, bases puricas) son ejemplos de marcadores
internos, mientras que los isétopos ("°N, *°P, 3*S) son ejemplos de marcadores

externos (Stern y Hoover, 1979; Broderick y Merchen, 1992).

Para que una sustancia se considere un marcador microbiano ideal debe
reunir una serie de requisitos, que pueden ser resumidos de la siguiente forma
(Stern y Hoover, 1979; Broderick y Merchen, 1992; Faichney, 1993):

i)  Su analisis debe ser facil, rapido y preciso;

i) Su distribucidbn en la poblacion microbiana presente debe ser

homogénea, constante y estable;
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iii) No debe estar presente en el alimento.

En la actualidad se considera que no existe un marcador microbiano ideal
simple (Marais, 2000). Cada uno de los marcadores microbianos posee una
serie de inconvenientes, incluyendo la seguridad, el coste, la dificultad de
analisis, la presencia en los alimentos o la falta de especificidad con la fraccion
microbiana marcada (Tabla 1). Todos estos aspectos pueden conducir a errores
en la estimacién de la sintesis de proteina microbiana (Titgemeyer, 1997;
Dewhurst et al, 2000; Marais, 2000).

Los marcadores microbianos mas utilizados para la diferenciacion de la
proteina microbiana han sido el DAPA y el contenido en bases puricas como
marcadores internos, y el >N como marcador externo (Broderick y Merchen,
1992; llig y Stern, 1994; Stern et al., 1994).

Broderick y Merchen (1992), después de un analisis extenso de los
distintos marcadores microbianos, recomendaron el uso de purinas 0 Ny, en la
medida de lo posible, ambos. Estos autores senalaron que el uso de las bases
puricas es adecuado por ser un procedimiento sencillo que permite cuantificar la
sintesis de proteina microbiana bajo condiciones practicas de alimentacién. El
uso de "N infundido de forma continua (intra-ruminalmente) o discontinua
(dosificada en el alimento) se considera un método mas preciso y adecuado,

pero su coste puede limitar su uso en condiciones practicas.

3.3. Prediccidn de la sintesis de proteina microbiana en los distintos

sistemas de formulacion.

Como se senald anteriormente, la prediccién de cuanta proteina de origen
microbiano llega al intestino delgado del rumiante constituye uno de los aspectos
relevantes tomados en consideracién por los actuales sistemas de racionamiento
proteico para el vacuno lechero. Cada uno de los distintos sistemas de
formulacién utiliza ecuaciones de prediccion, que se obtienen a partir de datos
experimentales. En la Tabla 2 se presenta, de forma resumida, algunas de las

ecuaciones utilizadas por los principales sistemas de racionamiento.
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Tabla 1. Principales marcadores microbianos utilizados para estimar la sintesis

de proteina microbiana en el rumen (Broderick y Merchen, 1992;

Broudiscou y Jouany, 1995).

Marcador Poblacién Caracteristicas principales
marcada Coste  Técnica Fiabilidad
Internos:
DAPA, Principalmente Elevado Compleja « Tiende a sobreestimar el
D-Alanina bacterias flujo de N microbiano
« Presencia en alimentos
Bases Todos los Bajo Simple o Cambios en la relacién
puricas microorganismos BP: N entre poblaciones
totales, BP « Tiende a subestimar el
flujo de N microbiano
« Presencia en alimentos
AEP Principalmente e Gran variabilidad entre
protozoos géneros de ciliados
« Tiende a sobreestimar el
flujo de N protozoario
« Presencia en bacterias y
alimentos
Externos
S\ Todos los Elevado Compleja « El enriquecimiento difiere
microorganismos entre poblaciones
« Isétopo estable, poco
contaminante
« Marca directamente la
fraccion N
®p Todos los Elevado Compleja e« El enriquecimiento difiere
microorganismos entre poblaciones
« Elevada toxicidad
« Elevados costos de
eliminacion de residuos
%3 Todos los Elevado  Compleja « El enriquecimiento difiere

microorganismos

entre poblaciones
« Moderada toxicidad

« Elevados costos de
eliminacion de residuos
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El Sistema Francés (INRA, 1988) utiliza el término PDIM (protéines
digestibles dans l'intestin d’origine microbienne) para describir la cantidad de
proteina microbiana sintetizada en el rumen que llega al intestino delgado del
rumiante. La cantidad de PDIM depende de la cantidad de energia y nitrogeno
disponible en el rumen (Tabla 2). Cada alimento esta definido por 2 valores
paralelos, PDIME que refleja la cantidad de proteina microbiana que es posible
sintetizar a partir de la energia fermentescible y, PDIMN que permite estimar la
cantidad de proteina microbiana sintetizada a partir de la cantidad de N

disponible.

En el NRC (1989), la sintesis de proteina microbiana en el vacuno lechero
(BCP, bacterial and protozoal crude protein production) se describe como una
funcidn de la ingestidn de energia neta de lactacién (EN., Tabla 2), basada en la
propuesta sobre el uso del nitrdgeno en los rumiantes (NRC, 1985). En esa
edicion del NRC se considera que, para optimizar la produccion de la proteina
microbiana es necesario el aporte éptimo tanto de energia como de N en el
rumen. El nitrégeno proveniente de la degradacion de la proteina de la dieta y el
N no proteico puede ser convertido a proteina microbiana en funcion de la
energia disponible de la fermentacion; cualquier exceso de nitrégeno (en
relacion con la energia) se perdera como amoniaco. De igual forma, cualquier
exceso de energia disponible para la fermentacion (en relaciéon con el nitrégeno

disponible) condicionara la producciéon maxima de proteina microbiana.

En el CNCPS (Russell et al., 1992), la cantidad de proteina de origen
microbiano que fluye al intestino se mide como la sumatoria de proteina
sintetizada por las bacterias que fermentan los carbohidratos no estructurales
(NSCBact) y los estructurales (SCBact, Tabla 2). Para ello, se asume que el
contenido de N en ambas fracciones microbianas es de 10%. La NSCBact
depende de la eficiencia de utilizacion de la energia obtenida de la fermentacion
de los azucares y almidones por las bacterias, y de la cantidad de carbohidratos

no estructurales disponibles.
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Tabla 2. Estimacion de la sintesis de proteina microbiana y su eficiencia en los

distintos sistemas de formulacién de raciones para el vacuno lechero

Parametro Ecuacion/valor Referencia

PDIMN' = 0.64 x PB x (DT - 0.10) INRA (1988)
PDIME? = 0.093 x MOF

Sintesis o flujo de  SPM? = 6.25 (-20.93 + 11.45 ENy) NRC (1989)

proteina SPM* = 0.10 (NSCBact) + 0.10(SCBact) CNCPS

microbiana, SPM 5 - :
SPM” = 0.130 x TDN ingerido NRC (2001)

(corregido),

si la PD ingerida es > 1.18 (SPM)
Sila PD es < 1.18 (SPM),

SPM = 0.85 de la proteina degradable

32 g N/kg MOF en el rumen AFRC (1984)
26.12 g N/kg TDN NRC (1989)
Eficiencia de Variable segun: CNCPS,

sintesis de Yaxl, Necesidades de mantenimiento,  Russell et al.

roteina
P velocidad de degradacion de los CHO, (1992)
microbiana

(ESPM) nivel de fibra en el forraje,

disponibilidad de péptidos y AA, ...

20.8 g N/kg TDN corregido NRC (2001)

' PDIMN = proteina digestible en intestino de origen microbiano que corresponde al contenido
de nitrégeno del alimento degradado en el rumen; PB = Proteina bruta; MOF = materia
organica fermentable en rumen.

2PDIME = proteina digestible en intestino de origen microbiano que corresponde al contenido
de energia del alimento que es fermentado en el rumen; DT = degradabilidad tedrica de la
proteina medida en bolsas de nylon.

3 EN.= Energia neta de lactacion.

4 Sumatoria de bacterias que fermentan los hidratos de carbono estructurales (SC) y no
estructurales (NSC).

5 TDN = Nutrientes digestibles totales, corregido por el nivel energético de la racién y el nivel
de ingestion; PD = proteina degradable.

6 Ymax = Eficiencia maxima teodrica.
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La SCBact depende de la cantidad de carbohidratos estructurales
disponibles y de la eficiencia de utilizacion de la energia obtenida de la

fermentacion para la sintesis de proteina microbiana.

En el NRC (2001), se realiza una comparacion del flujo estimado de N
microbiano basado en la ingestién de EN, tal como se sugiere en el NRC (1989),
pero con datos bibliograficos obtenidos después de 1985. Se observa que la
ecuacion propuesta en el NRC (1985) y adoptada por el NRC (1989) predice
razonablemente bien el flujo de N microbiano cuando los niveles de ingestion
son inferiores a 30 Mcal de EN.. Sin embargo, para niveles de ingestion
superiores a 30 Mcal de EN., los cuales se observan comunmente en la
actualidad en el vacuno lechero de alta produccion, ocurre una sobre-estimacion
del flujo de N microbiano. Para solventar este problema, el comité del NRC
(2001) decidio desarrollar nuevas ecuaciones de prediccion a partir de los datos
bibliograficos (84 publicaciones posteriores a 1985) obtenidos con vacas

lactantes y no lactantes (Tabla 2).

La ecuacion obtenida confirma, una vez mas, que la energia es el principal
factor limitante de la sintesis de proteina microbiana, aunque la variable utilizada
para estimarla son los nutrientes digestibles totales (Total Digestible Nutrients,
TDN), en vez de la EN_ o la MO fermentescible. Sin embargo, al igual que en el
Sistema Francés (INRA, 1988) se concluye que la energia o los indicadores
indirectos de la energia fermentable podrian no ser lo suficientemente precisos
para predecir el flujo de N microbiano al duodeno, sino que también es necesario
incluir en la ecuacion la cantidad de proteina degradable ingerida como variable
de prediccién. Es decir, en el NRC (2001) se toman en cuenta los aportes tanto
de energia como de nitrogeno para estimar la sintesis de proteina microbiana
(SPM) en el rumen. Para ello, se asume que las necesidades de proteina
degradable son de 1.18 x SPM. Es decir, la sintesis de proteina microbiana se
calcula como 0.130 x TDN (corregido), cuando la ingestibn de proteina
degradable excede a 1.18 x SPM. Cuando la ingestién de proteina degradable
es menor a 1.18 x SPM, entonces, la cantidad de proteina microbiana sintetizada

se calcula como 0.85 de la ingestion de proteina degradable.
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3.4. Eficiencia de sintesis de proteina microbiana (ESPM).

La cantidad de proteina microbiana que llega al intestino delgado es
funcién de la disponibilidad de energia y de proteina, y de la eficiencia con que
los microorganismos la utilizan (Sniffen y Robinson, 1987). La eficiencia de
sintesis de proteina microbiana (ESPM) se define como la cantidad de materia
microbiana (medida generalmente como materia seca, proteina o N) por unidad
de substrato energético fermentado o energia producida (Broudiscou y Jouany,
1995), y depende de las necesidades de mantenimiento, la velocidad de
crecimiento y la intensidad del reciclaje microbiano de los distintos

microorganismos ruminales.

El divisor utilizado para estimar la ESPM depende de los autores y de la
facilidad de determinarlo. Bauchop y Elsden (1960) indicaron la existencia de
una relacion directa entre la produccion de ATP y el crecimiento microbiano.
Estos autores evaluaron el crecimiento de distintas bacterias y observaron una
correlacion entre la cantidad de ATP (derivado de la fermentacién de las distintas
fuentes energéticas aportadas) y la produccién de células microbianas. Con ello
se introdujo el término Yatp, el cual se defini6 como los g de MS microbiana
producida por mol de ATP consumido. Los valores de Yatp obtenidos variaron
entre 8.3 y 12.5 g MS/mol de ATP, con un valor promedio de 10.5 gMS/mol ATP,
que fue considerado como una constante biologica. Sin embargo, trabajos
posteriores (Sthouthamer y Bettenhausen, 1973; Stern et al., 1978; Hespell y
Bryant, 1979; Hoover et al., 1984) demostraron una variabilidad mayor en el

rango de valores obtenidos (entre 9.4 a 23 gMS/mol ATP).

Debido a las dificultades técnicas para la determinacion precisa de la
produccion de ATP a partir de los AGV, especialmente in vivo (Czerkawski,
1976; Harrison y McAllan, 1980) y a su variabilidad, se han propuesto otras
formas de expresion de la ESPM. Una de las formas mas comunes de expresar
la ESPM es en términos de g de N microbiano sintetizado por kg de MO
aparente (MOAF) o verdaderamente (MOVF) fermentada en el rumen,
asumiendo que, tanto la MOAF como la MOVF estan directamente relacionadas

con la liberacién de ATP vy, por lo tanto, con la disponibilidad energética para el
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mantenimiento y el crecimiento microbiano. En consecuencia, la ESPM depende
de la sintesis de proteina microbiana y de la cantidad de materia organica
fermentada en el rumen (Sniffen y Robinson, 1987; Hoover y Stokes, 1991). Sin
embargo, los microorganismos obtienen la mayor parte de la energia a partir de
los carbohidratos, por lo que algunos investigadores (Hvelplund y Madsen, 1985;
Nocek y Russell, 1988) sugieren que es mas conveniente expresar el

crecimiento microbiano en funcién de los carbohidratos digeridos.

Existe un gran numero de experimentos y articulos de revision sobre los
factores que la afectan a la eficiencia de sintesis de proteina microbiana (Maeng
y Baldwing, 1976; Hespell y Bryant, 1979; Stern y Hoover, 1979; Sniffen y
Robinson, 1987; Brodiscou y Jouany, 1995, Dewhrust et al., 2000). En la Tabla 3
se presentan, de forma resumida, los valores medios de ESPM resefiado en
algunos de estos estudios. La gran variabilidad existente tanto en el rango de
valores, como en el modo de expresion de la ESPM, refleja la dificultad para
establecer valores medios. Esta variabilidad se atribuye a numerosos factores
como: el método de determinacion, el aporte de nutrientes en la dieta, la tasa de
dilucion, el pH ruminal, etc. El impacto de dichos factores en la ESPM sera

analizado con mayor detalle en un apartado posterior.

El NRC (2001) reconoce esta variabilidad y considera que el uso de la MO
fermentada como estimador unico del flujo de nitrégeno microbiano al duodeno
es inadecuado. Para comprobarlo, utilizaron la informacion bibliografica
procedente de 84 estudios y observaron que los valores oscilaban entre los 12 y
los 54 g N microbiano / kg MOF en el rumen. En algunos casos se sefalan
valores extremos obtenidos in vitro que superan los 70 g N/kg MOVF (Meng et
al., 1999). Partiendo de los datos bibliograficos, el NRC (2001) generdé una
ecuaciéon considerando los valores medidos de ESPM y el balance aparente de
N ruminal (ARND): 29.74 g N microbiano - 0.30 ARND (r*=0.41, SEy=6.5). Es
decir, la ecuacion sugiere un valor medio de ESPM de 29.74 gN microbiano/kg
MO fermentada para un balance de N disponible a nivel ruminal de cero. Sin

embargo, esta eficiencia se modifica en funcion de la disponibilidad de N.
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El NRC (1989) consideraba un balance ruminal aparente de N de -15% que
representa un reciclaje neto de N enddgeno del 15% de la ingestion. Sin
embargo, basandose en los datos bibliograficos, en el NRC (2001) se obtiene un
balance ruminal aparente de N de +1%, sugiriendo que, en promedio, el reciclaje
neto de N fue cero. Si se considera que en circunstancias practicas, el balance
ruminal de N varia en un rango de +20 y —20%, la ESPM podria variar entre 24 y
36 g N microbiano / kg MO fermentada, lo que afectaria de forma considerable a

la estimacion del flujo de proteina microbiana total.

Tabla 3. Eficiencia de sintesis de proteina microbiana

Referencia Forma de expresion Media Minimo Maximo

Stern y Hoover (1979) g PB/100 g MO
digestible

16.9+6.2 6.2 31.6

Hoover et al. (1984) g MS/mol ATP 15.6+5.1 9.4 29.0
g N/kg MO digestible 20.5+5.0 12.6 29.8
Strobel y Russell (1986) g MS/mol ATP 14.113.4 7.4 21.2
Stokes et al. (1991b) g N/kg MS digestible 20.716.8 10.3 34.2
Archimede et al. (1997) g N/kg MOVF 23.5+9.3 - -

EI NRC (2001) no adopta la MO fermentada en el rumen como indicador de
la energia disponible, porque no lo considera un indicador directo de la energia
disponible para el crecimiento microbiano, y no constituye un buen predictor de
la fermentabilidad de un ingrediente o de una dieta. Es por ello que contindan
utilizando la ingestion de nutrientes digestibles totales (TDN, corregido) como
divisor para expresar la ESPM, y la relacionan con la cantidad de proteina
degradable en rumen. Aun asi, se continua adjudicando un valor fijo a la ESPM,
el cual es de 130 g proteina microbiana por kg de TDN ingerido (corregido) o
20.8 g N microbiano/ kg de TDN (corregido) el cual resulta inferior si se compara
con el valor utilizado en el NRC (1989), que era de 26.12 g N /kg TDN.
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Los otros sistemas actuales de formulacion para el vacuno lechero también
adjudican un valor fijo a la ESPM (INRA, 1988; AFRC, 1993), aunque dicho valor
difiere entre los distintos sistemas (Tabla 2). Lo anterior es un reflejo de la falta
de consenso entre los distintos sistemas de formulacion, asi como de la
variabilidad e imprecisién a la hora de estimar dicho parametro. Una excepcion
lo constituye el CNCPS (Russell et al., 1992), donde se considera que la ESPM
no es constante, sino que depende de la eficiencia maxima tedrica (Ymax, g
bacteria por g de carbohidrato fermentado) y de las necesidades energéticas de
mantenimiento (g de carbohidrato por g de bacteria por hora), las cuales a su
vez dependen de la velocidad de degradacién de los carbohidratos (ritmo de
crecimiento de las bacterias por hora), la velocidad de crecimiento de las
bacterias, la disponibilidad de péptidos y aminoacidos, y su relacion con la
disponibilidad de energia (Tabla 2).

3.5. Factores que afectan la sintesis de proteina microbiana y su

eficiencia.

Existen numerosas revisiones bibliograficas que describen los factores que
afectan a la sintesis y a la eficiencia de sintesis de proteina microbiana (Stern y
Hoover, 1979; Hespell y Bryant, 1979; Clark et al., 1992; Brodiuscou y Jouany,
1995; Stern et al., 1994; Dewhrust et al., 2000).

Dada la compleja interaccion entre los distintos factores que afectan a la
sintesis y/o ESPM, y la orientacién de la presente tesis doctoral, la descripcion
de dichos factores y sus efectos se hara de forma aislada, considerando
principalmente los factores relacionados con el aporte de nutrientes en la dieta y

con las condiciones que pueden modificar el entorno ruminal.

3.5.1. Factores relacionados con el aporte de nutrientes en la

dieta.

Los aportes de energia y de proteina necesarios para el crecimiento de los

microorganismos constituyen los principales factores limitantes de la sintesis de
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proteina microbiana en el rumen (Hoover y Stokes, 1991; Clark et al., 1992). El
crecimiento de las células microbianas depende principalmente de la
degradacion de la materia organica aportada al rumen, que proporciona la
energia y los mondmeros necesarios para la sintesis de los constituyentes
celulares (proteinas, polisacaridos, lipidos, acidos nucleicos,...). La energia se
obtiene fundamentalmente de la degradacion de los carbohidratos (Figura 1), y
el N puede provenir del nitrégeno no proteico, de la proteina verdadera y/o del
aporte endogeno (Figuras 2 y 3). Otros nutrientes, como el azufre, los acidos
grasos volatiles de cadena ramificada (AGV-R), y los minerales y vitaminas,
también son esenciales para la sintesis de proteina microbiana, aunque en una
proporcion menor. Numerosos factores relacionados con la dieta pueden alterar

la disponibilidad de energia y nitrogeno para el crecimiento microbiano.

3.5.1.1. Aportes de energia.

Los carbohidratos (estructurales y no estructurales) constituyen la fuente
principal de energia para la sintesis de proteina microbiana en el rumen,
representando entre un 65-75% de la MS de la dieta de un rumiante (Sniffen et
al., 1983). Los productos finales de la fermentacion de los carbohidratos (ATP y
esqueletos carbonados) son utilizados por los microorganismos para la sintesis
de proteina microbiana (Hvelplund y Madsen, 1985, Russell y Wallace, 1988;
Russell y Strobel, 1993; France y Siddons, 1993). Aunque los microorganismos
ruminales pueden obtener energia a partir de otras fuentes como las proteinas y
las grasas (Hvelplund y Madsen, 1985), su contribucién al aporte global de
energia utilizada para la sintesis de proteina microbiana es reducida. Por un
lado, representan una menor proporcién en las dietas comunmente utilizadas en
rumiantes y, por el otro, debido al menor aporte energético de estos substratos
cuando son fermentados anaerdbicamente. Asi, la proteina aporta la mitad de la
energia que los hidratos de carbono (Demeyer y Van Nevel, 1979; Tamminga,
1979), y de cada mol de triglicéridos aportado, sélo el glicerol puede ser

fermentado en el rumen (Hvelplund y Madsen, 1985).
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El hecho de considerar la disponibilidad de energia como el principal
determinante del crecimiento microbiano esta reconocido por los distintos
modelos (empiricos y mecanisticos) utilizados por los distintos sistemas de
formulacién para predecir la sintesis de proteina microbiana (Dijkstra et al.,
1998). En los sistemas de formulacion que utilizan modelos empiricos (NRC,
1989, 2001; INRA, 1988; AFRC, 1993), la sintesis de proteina microbiana se
calcula a partir de la cantidad de energia disponible o materia organica
fermentable, adjudicando un valor fijo de ESPM, aunque en algunos casos ésta
puede ser corregida por un posible déficit de N (Dijkstra et al., 1998; NRC, 2001).
Los sistemas que utilizan modelos mecanisticos para describir la funcion ruminal
en el vacuno lechero (Dijkstra et al., 1992; Lescoat y Sauvant, 1995), consideran
que la sintesis de proteina microbiana depende de la cantidad y del tipo de
materia organica disponible, de la utilizacion de la materia organica para las
funciones de mantenimiento y crecimiento microbiano y, en una extension
limitada, de las interacciones microbianas. El sistema Cornell (CNCPS, Russell
et al., 1992) puede ser clasificado como mixto, ya que posee componentes
empiricos y mecanisticos. El componente mecanistico proporciona estimaciones
que relaciona la energia utilizada para las funciones de mantenimiento y
crecimiento microbiano con la disponibilidad del substrato, pero la degradacion
del substrato esta representada sin la interaccion de efectos entre los nutrientes
(carbohidratos y N) o los efectos de la actividad microbiana en la degradacion de

la materia organica en el rumen (componente empirico).

En el CNCPS, el componente mecanistico divide el ecosistema microbiano
ruminal en dos grupos en funcion del tipo de carbohidratos que fermentan,
(SCBact y NSCBact, Russell et al., 1992). Esta clasificacion obedece a que
ambas poblaciones difieren en cuanto a las necesidades de mantenimiento y a la
velocidad de crecimiento. Las bacterias celuloliticas (SCBact) se caracterizan
por un crecimiento lento y unas necesidades energéticas de mantenimiento
bajas (0.05 g de carbohidrato por gramo de bacteria por hora). Las bacterias
amiloliticas (NSCBact), por su parte, se caracterizan por sus elevadas
necesidades energéticas para el mantenimiento (0.15 g de carbohidrato por

gramo de bacteria por hora) y una velocidad de crecimiento rapida (Russell et
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al., 1992). Esta diferenciacion en cuanto a la cantidad de energia utilizada por
los microorganismos ruminales para las funciones de mantenimiento vy
crecimiento indica que la cantidad de proteina microbiana sintetizada o la
eficiencia energética de dicho proceso varia con el tipo de substrato fermentado
y su ritmo de degradacién (Demeyer, 1991; Stokes et al., 1991a; Stern et al.,
1994; Noziére y Michalet-Doreau, 1997).

También existen grandes diferencias en cuanto al grado y velocidad de
degradacion de los carbohidratos entre y dentro de las distintas fuentes de
carbohidratos aportados en la dieta (Dehority, 1993; Sniffen et al., 1992; Van
Soest, 1994; NRC, 2001). EI CNCPS (Sniffen et al., 1992) toma en cuenta dichas
diferencias al estimar la cantidad de energia aportada por los carbohidratos de la
dieta y que estan disponibles para el crecimiento microbiano. Los carbohidratos
se dividen en diferentes fracciones dependiendo de su velocidad de degradacion
(Fraccion A = rapida: azucares; Fraccion B1 = intermedia: almidones; Fraccion
B2 = lenta: componentes disponibles de la pared celular; y fraccion C = fibra
indigestible). Dichas fracciones se estiman a partir del contenido de
carbohidratos estructurales, carbohidratos no estructurales y fibra indigestible,
mediante el analisis secuencial de FND de los diferentes ingredientes. Los
carbohidratos no estructurales incluyen azucares (Fraccion A), almidones y
pectinas (Fraccion B1). Los carbohidratos estructurales (que corresponde a la
fraccion B2) se determina restando la fraccion C (contenido de lignina x 2.4) del
FND libre de cenizas corregido por la proteina asociada. El ritmo fraccional de
degradacion de los carbohidratos estructurales y no estructurales se asignan a
partir de datos de la literatura. A la fraccion A se le adjudica un ritmo de
fermentacion de 300%/h. El ritmo de degradacion de la fraccion B1 tiene un valor
medio entre un 3 y 8%/h, mientras que el ritmo de degradacion de la fraccion B2
se considera variable (alrededor del 50%) segun el tipo de ingrediente. El ritmo
de degradacion difiere entre gramineas y leguminosas (Van Soest, 1994), el
almidon y las pectinas (Bach et al., 1999) y entre los distintos cereales,
dependiendo del tipo, su estructura y el procesado al que haya sido sometido
(Herrera-Saldana et al., 1990; Nocek y Tamminga, 1991; McAllister et al., 1990,

1993). La cantidad total de carbohidratos que son degradados en el rumen se
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calcula como la sumatoria de cada una de las fracciones (A, B1 y B2), para lo
cual se utilizan ecuaciones que incluyen los distintos ritmos relativos de

degradacion (Kd) y de paso (Kp) en el rumen para cada uno de los ingredientes.

El hecho de utilizar carbohidratos con diferente ritmo y/o velocidad de
degradacion puede afectar a la sintesis de proteina microbiana y a la ESPM,
dado que modifican el perfil de liberacibn de energia para el crecimiento
microbiano, aunque los efectos son complejos y muy variables. En general, los
resultados obtenidos in vitro indican que los carbohidratos no estructurales
favorecen la sintesis y la eficiencia de sintesis de proteina microbiana. Demeyer
y Van Nevel (1986), en un experimento realizado in vitro, observaron un
incremento en la sintesis de proteina microbiana (0.95 a 1.33 g/d) y en la ESPM
(40.6 a 54.5 g N microbiano/kg MOF) cuando la cantidad de almidon de maiz se
incrementd de 4.0 a 31.4% en sustitucion de celulosa. Stokes et al. (1991a)
llegaron a una conclusion similar al sefialar un incremento en la sintesis de
proteina microbiana (1.02 a 1.63 g/d) y en la ESPM (18.2 a 226 g N
microbiano/kg MS digestible) cuando el contenido de carbohidratos no
estructurales se incremento de 25 a 54% de la materia seca de la dieta. En
experimentos in vitro, cuando la disponibilidad de energia es elevada (como
ocurre con dietas ricas en almidones), la velocidad de crecimiento de las
bacterias amiloliticas es elevada. A medida que la velocidad de crecimiento
aumenta, la proporcion de energia destinada para el mantenimiento se diluye, lo
cual explica la mejora en la eficiencia de crecimiento bacteriano observada bajo

estas condiciones (Sniffen et al., 1983; Russell et al., 1992).

Los resultados obtenidos in vivo indican que la ESPM es mayor con dietas
a base de forrajes comparado con dietas a base de concentrados (Rode et al.,
1985; Hvelplund y Madsen, 1985; Demeyer y Van Nevel, 1986, Archimede et al.,
1997), contrario a lo observado en experimentos in vitro. La inclusion de altos
niveles de carbohidratos no estructurales en la dieta, los cuales son rapidamente
fermentados en el rumen, provoca cambios en el patrén de fermentacion. Este
tipo de carbohidratos favorece un incremento en la proporcion de propionato a

expensas del acetato, y la acumulacion potencial de lactato, provocando una
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disminucién en el pH ruminal y afectando a la degradabilidad de la materia
organica y al crecimiento microbiano (Russell y Wilson, 1996). Tales efectos
ayudan a explicar la menor ESPM y la menor sintesis de proteina microbiana
observada in vivo cuando se suministran dietas ricas en azucares y almidones
(Russell y Wallace, 1988; Demeyer, 1991).

No obstante, la inclusion de cantidades moderadas de carbohidratos no
estructurales en dietas a base de forrajes favorece tanto la sintesis de proteina
microbiana (g N microbiano/d) como la ESPM (Archimede et al., 1997), debido
fundamentalmente al incremento en la disponibilidad de substrato y en el ritmo
de crecimiento de las bacterias asociadas con la fraccion liquida del contenido
ruminal (Dewhrust et al., 2000). Bourquin et al. (1994), en un experimento
realizado in vivo, observaron un incremento de 24.2% en el flujo de N microbiano
al duodeno (151.7 vs 200.0 g N microbiano/d) cuando el nivel de concentrado se
incrementd de 4 a 40% en la dieta. En la revision de Archimede et al. (1997) se
llega a una conclusion similar. El flujo de N microbiano al duodeno se incrementd
con el nivel de inclusion de carbohidratos no estructurales, alcanzando un valor
optimo con un nivel de inclusién cercano al 50%, a partir del cual el flujo
microbiano comenzdé a disminuir. Por otra parte, aunque la ESPM también se
incrementd con el nivel de inclusion de carbohidratos no estructurales, la maxima

eficiencia se obtuvo con niveles de concentrado en la dieta cercanos al 40%.

Aun cuando existen diferencias en el ritmo de degradacion entre los
distintos tipos de cereales, su efecto en la sintesis y eficiencia de sintesis de
proteina microbiana no es concluyente. McCarthy et al. (1989) no observaron un
incremento en el flujo de N microbiano al intestino delgado o en la ESPM en
vacuno lechero cuando se utilizo cebada en vez de maiz como fuente de
carbohidratos no estructurales. Por el contrario, Oldham et al. (1979) y Spicer et
al. (1986) observaron un incremento en el flujo de N microbiano al duodeno
cuando la cebada reemplazé completamente al maiz en dietas para vacas en
lactacion. Sin embargo, la ESPM no difiridé entre los tratamientos. Otros
resultados (Rode y Satter, 1988; Kung et al., 1992) indicaron que la fuente de

carbohidratos (maiz o cebada) no afecté ni al flujo de N microbiano ni a la

27



Revision Bibliografica

ESPM. Los resultados de Overton et al. (1995), quienes utilizaron diferentes
combinaciones de maiz y cebada como fuente de almidén en la dieta (100:0;
75:25; 50:50; 25:75 y 0:100), tampoco son concluyentes, ya que la sintesis y la
ESPM no siempre se incrementaron en respuesta al reemplazo del maiz por

cebada.

3.5.1.2. Aportes de nitrégeno.

El nitrégeno es, desde el punto de vista cuantitativo, el otro factor
relacionado con la dieta que mas limita el crecimiento y la sintesis de proteina
microbiana en el rumen (Stern y Hoover, 1979; NRC, 2001). Como se indico
anteriormente, los microorganismos ruminales pueden hacer uso de distintas
fuentes de nitrégeno degradable (amoniaco, AA y péptidos), provenientes de la
degradacion de la proteina aportada en la dieta, asi como del amoniaco derivado
de las fuentes de nitrdgeno no proteico o de la urea reciclada a través de la
pared del rumen y de la saliva. Cuando el aporte de N (tipo y cantidad) es
inadecuado, disminuye el crecimiento microbiano y se reduce la actividad
fermentativa (Hoover y Miller, 1992; Clark et al., 1992; Stern et al., 1994).

Los sistemas actuales de formulacion de raciones reconocen la importancia
del concepto de degradabilidad de la proteina como un factor que afecta al
crecimiento microbiano y a la eficiencia de sintesis de proteina microbiana
(INRA, 1989; NRC, 1989, 2001; Russell et al., 1992; Sniffen et al., 1992; AFRC,
1993). Una caracteristica relevante de dichos modelos es que consideran que la
proteina de los alimentos consiste en multiples fracciones que difieren en sus
ritmos de degradacion, y que la desaparicion ruminal de la proteina es el
resultado de dos actividades simultaneas, el ritmo fraccional de degradacion y de
paso (NRC, 2001).

Uno de los modelos mas complejos es el CNCPS (Sniffen et al., 1992),
donde la proteina de la dieta es dividida en cinco fracciones (A, B1, B2, B3 y C)
con diferentes ritmos de degradacion ruminal, a partir de las cuales se puede
estimar la cantidad de proteina degradable y no degradable en rumen. Sin
embargo, en este sistema se considera que la sintesis de proteina microbiana o
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su eficiencia en el rumen depende no sélo de la degradabilidad de la proteina,
sino también del tipo de poblacién microbiana asociada (Tabla 2). Asi, por
ejemplo, el modelo considera que las SCBact utilizan amoniaco como Unica
fuente de N, mientras que las NSCBact pueden utilizar hasta un 66% del N en
forma de AA 'y péptidos (Russell et al., 1992).

En el NRC (2001) también se consideran los aportes de proteina
degradable en la dieta como un factor que limita a la sintesis de proteina
microbiana vy, lo incluye en los modelos de prediccion de la misma (Apartado 3.3,
Tabla 2). Para estimar la cantidad de proteina degradable de los diferentes
ingredientes se desarrolld6 un modelo a partir de datos bibliograficos (801
observaciones de un total de 170 experimentos) basados en el método in situ de
degradacion de la proteina, en la cual la proteina del alimento se divide en tres
fracciones: A = NNP; B = fraccion de la proteina verdadera potencialmente

degradable, y C = fraccidn de la proteina totalmente indegradabile.

El uso de suplementos proteicos de baja degradabilidad ruminal puede
limitar la cantidad de N disponible (amoniaco, péptidos y AA) para los
microorganismos presentes en el rumen (Cecava et al., 1990a). Si tomamos
como ejemplo el ritmo fraccional de degradacion de diferentes fuentes proteicas
(NRC, 2001), podemos observar que este varia entre 1.4%/h para la harina de
pescado Menhaden hasta 29.2%/h para la harina de girasol. Si se asume un
ritmo fraccional de paso para cada ingrediente de 7%/h, entonces el rango de
degradabilidad de la fraccion B varia entre 16.7 y 80.7% dependiendo del tipo de
fuente proteica, de las cuales las fuentes de origen animal corresponden a las de
menor degradabilidad (Stern et al., 1994).

En lineas generales los resultados obtenidos indican que la sintesis de
proteina microbiana (g/d) y la eficiencia de sintesis de proteina microbiana se
incrementan en respuesta al incremento en el contenido de proteina degradable
en la dieta (Stokes et al., 1991a; Clark et al., 1992; Erasmus et al., 1994). Sin
embargo, el aporte de proteina degradable en exceso puede ocasionar una
acumulacion de amoniaco en el rumen (Lu et al., 1988). Stokes et al. (1991a)

evaluaron el efecto de incluir cantidades crecientes de proteina degradable en la
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dieta, y observaron un incremento lineal en la ESPM cuando la proteina
degradable ingerida se incrementd de 4.1 hasta 19.2% de la MS de la dieta.
Igualmente, Hoover y Stokes (1991), en su articulo de revisién, concluyeron que
tanto la sintesis (kg proteina microbiana/d) como la ESPM (g N bacteriano/kg
CHO digerido) se incrementan en respuesta al incremento en el la cantidad de
proteina degradable ingerida. Por el contrario, Calsamiglia et al. (1995) no
observaron diferencias en la sintesis (g N bacteriano/d) ni en la ESPM (g N
bacteriano/kg MOVF) cuando se utilizaron 8 fuentes de proteina diferentes, cuya
degradadabilidad ruminal varié entre el 11% y el 100%. En este caso, los autores
sefalan que los aportes de proteina degradable en ningun caso estuvieron por
debajo del 9% de la materia seca ingerida y, por lo tanto, no limitaron el

crecimiento microbiano.

El producto final de la degradacion proteica es el amoniaco (Figura 3), el
cual se considera la principal fuente de N para la sintesis de proteina microbiana
en el rumen (Hespell y Bryant, 1979; Baldwin y Allison, 1983; Wallace y Cotta,
1988; Mackie y White, 1990). Estudios realizados con sales de amonio o urea
marcados con "N infundido intra-ruminalmente o como dosis tnica demostraron
que los valores de N microbiano derivado del amoniaco variaron en un rango
entre 18 y 100% (Salter et al., 1979). El amoniaco puede ser utilizado por la
mayoria de las especies bacterianas y es esencial para las celuloliticas (Nolan,
1993). Por lo tanto, una deficiencia de amoniaco en el rumen puede provocar un
descenso del flujo de proteina microbiana al intestino delgado (Hume 1970b) y el
exceso de amoniaco se relaciona con una mayor excrecién urinaria de N
(Dijkstra y Bannink, 2000). Por ello, se ha sugerido el uso de la concentracion de
N amoniacal en el rumen como un indice que nos permite valorar la
disponibilidad de N en el rumen y estimar la posibilidad que sea un factor

limitante para el crecimiento microbiano.

La concentracion ruminal de amoniaco resulta del balance entre el ritmo
relativo de entrada (aportes de NNP, fermentacion de la proteina de la dieta,
proteina y urea endodgena, ...) y eliminacion (incorporacion en la proteina

microbiana, absorcién a través de la pared ruminal, flujo al tracto digestivo
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inferior) del mismo (Nolan, 1993). La concentracién ruminal de amoniaco fluctua
dependiendo de factores tales como el régimen de alimentacion, el momento de
muestreo post-ingestion, la disponibilidad de energia, las condiciones
experimentales, etc. (Satter y Slyter, 1974; Leng y Nolan, 1984; Brodiscou y
Jouany, 1995). Es dificil, por lo tanto, establecer un valor que defina la

concentracion 6ptima de amoniaco en el rumen.

Aunque existe controversia sobre la concentracibn minima de amoniaco
para maximizar la ESPM, el valor de 5 mg/dL obtenido in vitro por Satter y Slyter
(1974) y Russell y Strobell (1987) se puede utilizar como referencia. No
obstante, el umbral parece incrementarse cuando se usan substratos facilmente
fermentables (Brodiscou y Jouany, 1995) y en experimentos realizados in vivo.
En este ultimo caso, los resultados indican que la concentracion optima esta
cercana a 10 mg/dL (Van Soest, 1994; Brodiscou y Jouany, 1995). Sin embargo,
el rango de valores Optimos sefalados por distintos autores son muy variables,
desde 1.7 (Shaefen et al., 1980) a mas de 23.5 mg/dL (Mehrez et al., 1977). La
falta de concordancia entre autores puede deberse parcialmente a las
diferencias en los métodos utilizados para determinar el amoniaco, pero la
variabilidad demuestra que el crecimiento bacteriano depende de otros muchos

factores ademas de la concentracion de N amoniacal.

Los AA y péptidos libres también pueden incorporarse directamente a la
proteina microbiana por ciertos grupos bacterianos (Cotta y Russell, 1982;
Russell y Sniffen, 1984; Broderick et al., 1991; Griswold et al., 1996),
principalmente las bacterias amiloliticas (Russell et al., 1992; Cruz-Soto et al.,
1994; Wallace, 1996). Sin embargo, las estimaciones de cuanta proteina
microbiana sintetizada deriva del amoniaco respecto a otras formas de nitrégeno
resulta muy variable (Salter et al., 1979). Baldwin y Allison (1983), estimaron que
entre un 20 y un 40% de la proteina que se degrada en el rumen es utilizada en
forma de AA y péptidos libres por los microorganismos. Por el contrario los
resultados de estudios in vitro (Russell et al., 1983) indican que los
microorganismos que fermentan carbohidratos no estructurales pueden derivar

hasta el 66% de su N de péptidos y AA, cuando hay disponibilidad de éstos en el

31



Revision Bibliografica

medio. Existe evidencia que los AA, y especialmente los péptidos, son
estimulantes del crecimiento de los microorganismos cuando se utilizan fuentes
de energia de fermentacion rapida y en grandes cantidades (Cotta y Russell,
1982; Russell et al., 1983; Argyle y Baldwin, 1989; Chen et al., 1987; Cruz-Soto
et al., 1994; Russell, 1998a), y son de especial interés cuando la degradacion de
carbohidratos y proteinas en el rumen no suceden en sincronia (Dijkstra et al.,
1998), o cuando se utilizan fuentes de NNP (Hume, 1970b). Por el contrario, el
efecto no es tan evidente cuando los substratos energéticos son de degradacion
lenta (NRC, 2001).

Maeng y Baldwin (1976), en un experimento in vitro, concluyeron que la
sustitucion parcial de urea por AA estimulé tanto el crecimiento como la
eficiencia de sintesis de proteina microbiana. La relacion éptima se obtuvo con
un 75% de urea y 25% de AA como fuentes de N. Otros resultados obtenidos in
vivo (Hume, 1970b) e in vitro (Russell y Sniffen, 1984) indican que el uso de AA
puede incrementar la produccion bacteriana en un 28 y 19%, respectivamente.
Por el contrario, Cruz-Soto et al. (1994) no observaron una respuesta positiva en
el crecimiento microbiano al variar las fuentes de N aportado. En otro
experimento (Jones et al., 1998) se observdé un incremento en la sintesis de
proteina microbiana, pero no en la ESPM, cuando se utilizaron varios niveles de
péptidos en sustitucion de urea como fuente de nitrégeno para los
microorganismos. Griswold et al. (1996) tampoco observaron diferencias en la
ESPM al utilizar fuentes de proteina verdadera, urea, AA y péptidos o
combinaciones de 50% entre ellos, aunque si una reduccion en el flujo de N
bacteriano cuando se utilizaron péptidos y AA. La mejora en la ESPM que se
observo en algunos casos se explica porque la presencia de AA pre-formados
parece estar relacionada con una reduccion en los costes energéticos de los

procesos de sintesis de AA (Demeyer y Van Nevel, 1986; Russell, 1998a).

3.5.1.3. Sincronizacion en los aportes de energia y proteina.

Actualmente se acepta que para lograr una mayor sintesis de proteina
microbiana y maximizar la ESPM es mas importante el equilibrio en el patron de
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liberacion de la energia y el nitrdgeno que evaluar los aportes de forma

individual.

El concepto de sincronizacion ruminal se propuso como un marco
conceptual para simplificar la descripcion de los aportes de energia y proteina a
los microorganismos ruminales (Stern et al., 1994; NRC, 2001). El aporte no
sincronizado se traduce en una menor eficiencia de utilizacién de la energia o
del N disponible, dependiendo del nutriente aportado en exceso. Una
disminucion en la ESPM puede ocurrir como consecuencia de una utilizacion
ineficiente de los carbohidratos cuando el amoniaco es limitante (Russell y
Strobel, 1987). También puede ocurrir por un aporte limitado de energia
fermentable en relacidén con el aporte de nitrdgeno, o por diferencias en el patrén
de liberacion de los substratos fermentables (Dewhurst et al., 2000; NRC, 2001).

El objetivo final de la sincronizacion es suplir los nutrientes necesarios para
cubrir las necesidades de los microorganismos para su crecimiento en la
proporcion y tiempo adecuados. Los microorganismos requieren la energia, el
amoniaco y/o los AA y péptidos de forma simultanea, asi como ciertos factores
de crecimiento necesarios para la sintesis celular. Un aporte sincronizado de
energia fermentable y N degradable resulta en una mejor utilizacién de los
nutrientes en el rumen y un mayor flujo de proteina microbiana al duodeno
(Dewhrust et al., 2000). Sin embargo, a menudo se observan situaciones de
manejo alimentario donde los aportes de energia (ATP) y N (amoniaco) no
ocurren en sincronia, por lo que se produce una utilizacion ineficiente de los
substratos fermentables y una sintesis de proteina microbiana reducida (NRC,
2001).

Una alimentaciéon a base de ensilados constituye un ejemplo claro de la
importancia de la sincronizacion en los aportes de energia y N para la sintesis de
proteina microbiana (Siddons et al., 1985). Durante el proceso de ensilado, los
carbohidratos no estructurales se fermentan y la concentracion de estos
nutrientes disminuye. Al mismo tiempo, el proceso de fermentacion degrada la
proteina a amoniaco, incrementandose la disponibilidad de N (Beever, 1993).

Los resultados de Rooke et al. (1987) ilustran el efecto negativo que ejerce la

33



Revision Bibliografica

falta de sincronizacion en los aportes de energia y N sobre la sintesis y eficiencia
de sintesis de proteina microbiana cuando se utilizan ensilados en la dieta. El
experimento consistié en el suministro de ensilado (dieta basal) a vacas lecheras
no lactantes a las cuales se hicieron infusiones intra-ruminales de nutrientes
especificos. La infusion de soluciones iso-nitrogenadas conteniendo urea o
caseina no provocaron incrementos significativos en la sintesis neta de proteina
microbiana o en flujo de N no amoniacal al intestino delgado, pero si un
incremento sustancial en la concentracion de amoniaco en el rumen. Por el
contrario, la infusién intra-ruminal de jarabe de glucosa provoco un incremento
significativo de la sintesis de N microbiano y en el flujo de N no amoniacal, con
una reduccion en la concentracion de amoniaco en el rumen cuando se comparo
con el tratamiento control. Cuando se infundidé conjuntamente el jarabe de
glucosa y la caseina en cantidades similares a las utilizadas en las infusiones
individuales, se observé una mayor sintesis de proteina microbiana, con una

marcada mejora en la ESPM.

Resultados de varios estudios indican que el aporte sincronizado de
fuentes de carbohidratos no estructurales y de proteina rapidamente degradable
estimulan una mayor sintesis y/o ESPM, si se compara con el uso de fuentes de
energia y proteina de degradaciéon lenta, o cuando el patréon de liberacion de
nutrientes no ocurre en sincronia (Herrera-Saldana et al., 1990; Stokes et al.,
1991a, b; Aldrich et al., 1993; Sinclair et al., 1995). Los resultados obtenidos in
vivo por Herrera-Saldana et al. (1990) constituyen un buen ejemplo para ilustrar
el efecto positivo de la sincronizacién de la disponibilidad de energia y proteina
en la ESPM cuando se utilizan fuentes de carbohidratos y proteina rapidamente
degradables. Para ello utilizaron una dieta a base de cebada y harina de semillas
de algodon (fuentes de proteina y almiddn rapidamente degradables) y la
compararon con otra dieta cuyos ingredientes eran menos degradables (mijo y
residuos de destileria). El flujo de proteina microbiana fue mayor (3.00 kg/d)
cuando se combinaron las fuentes de carbohidrato y proteina rapidamente
fermentables, y se redujo cuando se utilizaron las fuentes de degradacién lenta
(2.14 kg/d), o cuyo patron de fermentacién no ocurrid en sincronia (cebada-

residuos de cerveceria o mijo-semilla de algodén; 2.64 y 2.36 kg/d,
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respectivamente). La ESPM (g proteina microbiana/ kg MOVF) mostré un patrén

de comportamiento similar al flujo de proteina microbiana.

El efecto de variar los niveles de carbohidratos no estructurales y la
cantidad de proteina degradable en la dieta fue evaluada por Stokes et al.
(19914, b). En un primer experimento realizado in vitro (Stokes et al., 1991a)
evaluaron el efecto de combinar niveles crecientes de carbohidratos no
estructurales (25, 37 y 54% de la MS) con varias concentraciones también
crecientes de proteina degradable (4 a 19% de la MS). Los resultados obtenidos
mostraron un incremento lineal en la sintesis de proteina microbiana (g/d) y un
incremento (con efecto cuadratico) en la ESPM a medida que se incrementd la
proporcion de carbohidratos no estructurales y de proteina degradable en la
dieta. En un segundo experimento, pero esta vez in vivo, Stokes et al. (1991b)
formularon tres dietas con diferente relacion entre carbohidratos no estructurales
y proteina degradable (Dieta 1 = 38.2:13.7; Dieta 2 = 31.3:11.8, y Dieta 3 =
24.4:9.0% de la MS). Las animales que consumieron las dietas 1 y 2 se
caracterizaron por tener una mayor sintesis de proteina microbiana que aquellos
animales que consumieron la dieta 3. Estos autores concluyeron que niveles de
carbohidratos en la dieta mayores a 24% y de proteina degradable por encima
del 9% de la MS de la dieta optimizan el flujo de la proteina microbiana

procedente del rumen.

En otros casos, el aporte sincronizado de nutrientes mediante el uso de
distintas fuentes de energia y proteina rapidamente degradable no se
correspondié con un incremento significativo en la sintesis o eficiencia de
sintesis de proteina microbiana (Cecava et al., 1991; Stokes et al., 1991b; Feng
et al., 1993; Casper et al, 1999). El punto central donde convergen las
conclusiones de dichos trabajos tiene que ver con la cantidad de carbohidratos
no estructurales aportados en la dieta, por sus efectos sobre la fermentacion
ruminal. En el experimento realizado por Feng et al. (1993) en vacuno lechero,
donde se compararon dos niveles de inclusién de carbohidratos no estructurales
en la dieta (39 vs 29% de la MS), observaron una menor sintesis (198.2 vs 255.6

g N microbiano/d) y eficiencia de sintesis de proteina microbiana (25.3 vs 32.4
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g/kg MO digerida) cuando el nivel de inclusién de carbohidratos no estructurales
fue 39 vs 29% de la MS de la dieta. La disminucién en la sintesis y ESPM se
relaciond con una disminucién en los ritmos de renovacion de la fases liquida y
sélida del contenido ruminal, lo cual incrementa el reciclaje microbiano y hace
que una mayor cantidad de energia y N sea utilizada para el mantenimiento en
vez del crecimiento microbiano. De igual forma, Stokes et al. (1991b) en el
experimento resefiado anteriormente, no observaron diferencias en la sintesis de
proteina microbiana entre las dietas 1 y 2, donde se increment6 tanto el nivel de
carbohidratos no estructurales como de proteina degradable. En dicho
experimento, los autores también sugieren que los cambios en el ambiente
ruminal (pH y tasa de dilucién) pudieron ser los responsables de las alteraciones

observadas en el crecimiento y en la eficiencia microbiana.

El efecto de la sincronizacion en la digestion de la proteina y los
carbohidratos y sus efectos sobre la sintesis y eficiencia de sintesis de proteina
microbiana constituye un tema de debate en el NRC (2001). El efecto de la
sincronizacion se evalua teniendo en cuenta la cantidad, el tipo y la velocidad de
degradacion de las fuentes de energia y de proteina aportada, la frecuencia de
los aportes, el ritmo de paso en el rumen, etc. El andlisis se realiza desde una
perspectiva de como optimizar el uso de las fuentes de energia y proteina como
una estrategia para estimular la sintesis o eficiencia de sintesis de proteina
microbiana. Después de un analisis critico de datos experimentales coinciden
con lo ya sefialado anteriormente; es decir, que existen ciertas condiciones
donde el aporte sincronizado de fuentes de energia y proteina se relacionan con

una mayor sintesis o eficiencia de sintesis de proteina:

i) “El uso sincronizado de fuentes de almidén y proteina rapidamente
degradables”. Para demostrar la validez de este supuesto resefian los
resultados obtenidos en estudios realizados tanto en ovino (2

experimentos) como en vacuno lechero (3 experimentos).

ii) “Incrementar los aportes de carbohidratos no estructurales en la dieta o
el uso de fuentes de carbohidratos y de proteina mas degradables en la

dieta”. Para demostrar este supuesto, una vez mas, aportan un niumero
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significativo de datos bibliograficos obtenidos tanto in vivo como en
fermentadores (8 referencias). Ademas, indican que el flujo post-ruminal
de proteina microbiana (datos de 16 experimentos) se incrementd en un
promedio de 10% cuando fuentes de almidon de degradacion lenta (p.e.
maiz) fueron reemplazadas por otras fuentes de degradacion rapida
(p.e. cebada), aunque la eficiencia de conversion de la MO digerida a

proteina microbiana no siempre resulté favorecida.

Sin embargo, aunque en la mayoria de los casos estas premisas son
ciertas, ocurren situaciones donde no siempre el aporte sincronizado de fuentes
de proteina y de carbohidratos esta relacionado con una respuesta favorable en
la sintesis y/o eficiencia de sintesis de proteina microbiana (NRC, 2001). Asi, por
ejemplo, basandose en los resultados de Henning et al. (1993), argumentan que
el solo hecho de mejorar el grado de sincronizacién en el ritmo de liberacion
entre la energia y el nitrégeno en el rumen no necesariamente se produce una
mayor masa microbiana, sino que también es importante que los aportes de la
energia, y posiblemente del N, se produzcan de forma gradual o constante.
Ademas, sefialan que la interaccidon con otros factores relacionados con el
animal (p.e. el estado fisiolégico del animal, por sus efectos en la ingestion de
alimento y la cinética ruminal), la fuente de N aportada (p.e. aportes simultaneos
de proporciones adecuadas de amoniaco, AA y péptidos) o los cambios en el
entorno ruminal (pH, tasas de dilucion) que se suceden cuando se incluyen
elevadas proporciones de carbohidratos no estructurales o proteina degradable
en la dieta, pueden explicar la falta de respuesta a la sincronizacion descrita por

algunos autores (Stokes et al., 1991b; Feng et al., 1993; Casper et al., 1999).

El NRC (2001) concluye que a pesar de que esta claramente establecido
que tanto los carbohidratos como la proteina son los principales nutrientes que
requieren los microorganismos ruminales, las fuentes mas adecuadas y las
cantidades necesarias para permitir un maximo crecimiento microbiano estan
aun por determinarse con exactitud. Ademas, indica que es dificil determinar si el
incremento en la sintesis de proteina microbiana que se resefiada por varios
autores (Herrera-Saldana et al., 1990; Aldrich et al., 1993; Sincalir et al., 1995)
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es un efecto directo de la sincronizacién, o es un factor asociado con la

manipulacion de los ingredientes, tal como sugirio Dewhrust et al. (2000).

3.5.1.4. Otros factores relacionados con la dieta o con la
disponibilidad de nutrientes que afectan a Ila

sintesis de proteina microbiana en el rumen.

Ademas de la energia y la proteina, existen otros nutrientes que son
aportados en la dieta, como son las grasas, el azufre (S), el fésforo (P), el
magnesio (Mg), las vitaminas, los AGV-R, etc. (Stern y Hoover, 1979; Stern et
al., 1994; Brodiscou y Jouany, 1995; Jouany et al., 1995; Dewhurst et al, 2000),
que pueden limitar la sintesis y/o la eficiencia de sintesis de proteina microbiana.
Ademas, estrategias como la manipulacion de ciertos ingredientes de la dieta
(Broderick et al., 1991; Fahey et al., 1993; Weimer, 1996; Russell y Wilson,
1996) o la inclusién de ciertos aditivos como los ionoforos (Dinius et al., 1976;
Yang y Russell, 1993; Jalc y Laukova, 2002), los probioéticos (Wallace, 1994,
1996), los acidos organicos (Martin, 1998) o los aceites esenciales (Jalc y
Laukova, 2002), pueden alterar o propiciar cambios en la sintesis y/o eficiencia
de sintesis de proteina microbiana por sus efectos sobre el patron de

fermentaciéon o el metabolismo del N en el rumen.

Las grasas constituyen una fuente de energia densa, pero no proporcionan
energia fermentable para el crecimiento microbiano en el rumen (Stern et al.,
1994; Dewrust et al., 2000). La adicién de grasas en proporciones moderadas en
la dieta pueden afectar a la sintesis de proteina microbiana en el rumen al
reducir el aporte de carbohidratos en la dieta, y su fermentabilidad. Varios
autores sefalan que la adicion de grasas en la dieta mejora la ESPM (Sutton et
al., 1983; Jenkins y Palmquist, 1984; Klusmeyer et al., 1991), la cual puede ser

explicado por:
i) La reduccion en el numero de protozoos, con lo que se reduce el
reciclaje de N bacteriano en el rumen;

ii) La reduccion en la digestion de la MO en el rumen.
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Sin embargo, cuando los aportes de grasa en la dieta son excesivos
(superiores al 8% de la MS de la dieta), puede ocurrir una reduccién en la
ESPM, ya que resulta toxica para las bacterias, provocando una inhibicién de la

actividad microbiana en el rumen (Schingoethe, 1988).

El aporte de AGV-R también puede afectar a la sintesis y eficiencia de
sintesis de proteina microbiana en el rumiante (Broudiscou y Jouany, 1995). Los
AGV-R constituyen un factor de crecimiento esencial, sobre todo para las
bacterias celuloliticas (Hume, 1970a; Hoover, 1986). Un aporte suplementario de
estos acidos se recomienda cuando la cantidad de proteina verdadera aportada
en la dieta es baja (por ejemplo, forrajes o ensilados de baja calidad), cuando se
aporta NNP (o falta proteina verdadera degradable) o cuando se produce una
inhibicion en el proceso de desaminacion (Broudiscou y Jouany, 1995). Aun
cuando se han obtenido evidencias in vitro que sefialan un efecto favorable del
uso de estos acidos grasos (Chalupa y Bloch, 1983; Russell y Sniffen, 1984), los
resultados obtenidos in vivo o en cultivos continuo no son concluyentes. Hume
(1970a) observé un incremento del 14% en la cantidad de proteina microbiana
sintetizada en ovinos, mientras que Varga et al. (1988), en un experimento
realizado con fermentadores, no observaron ningun incremento en la sintesis de
proteina microbiana como respuesta a la inclusiéon de AGV-R. Gunter et al.
(1991), quienes suministraron cantidades variables de acidos grasos de cadena
ramificada a terneras alimentadas con heno de gramineas de baja calidad,
tampoco observaron ningun efecto favorable en el patrén de fermentacién o en

el crecimiento microbiano.

El S es necesario en la sintesis de metionina (Met) y cisteina (Cys), y su
carencia puede limitar la sintesis de proteina microbiana, especialmente cuando
se utilizan fuentes de NNP (Stern y Hoover, 1979) y/o forrajes de baja calidad
(Broudiscou y Jouany, 1995). Algunos resultados obtenidos con ovinos (Hume y
Bird, 1970c), sefialan como 6ptima una relaciéon N:S de 10:1 para maximizar el
crecimiento microbiano. En otros casos, las necesidades de S se determinan en
funcién de la cantidad de materia organica fermentada en el rumen, y se sugiere
un aporte de 2.5 a 3.0 g S/kg MOF (Broudiscouy Jouany, 1995).
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El P se requiere para la formacién de 4&cidos nucleicos, y los
microorganismos ruminales contienen elevadas proporciones de ADN y ARN en
su contenido celular, por lo que las necesidades de P son elevadas (Van
Houtert, 1993; Van Soest, 1994). La deficiencia de P se relaciona con una
disminucién de la ESPM in vitro (Komisarczuk et al., 1987). Las necesidades de
P para la sintesis de proteina microbiana se estiman en 4.3 g P disponible/kg
MOF o de 7.7 g P/kg MOF en el rumen para asegurar una degradacion optima

de la celulosa (Broudiscou y Jouany, 1995).

El Mg es otro mineral considerado esencial para los microorganismos
ruminales, ya que forma parte de numerosos enzimas (Mackie y White, 1990).
La disponibilidad del Mg puede verse reducida en condiciones que favorecen un
pH ruminal alto, concentraciones elevadas de amoniaco y de fosfato (PO4*) o
cuando se une con los acidos organicos de las plantas (Broudiscou y Jouany,
1995). Segun Durand y Komisarczuk (1988, citado Broudiscou y Jouany, 1995),

deberia asegurarse un aporte minimo de 2.3 a 3.8 g Mg/kg MOF en el rumen.

Aun cuando la falta de estos compuestos (minerales, vitaminas, AGV-R)
pueden limitar el crecimiento microbiano, el aporte de los mismos bajo
condiciones normales de alimentacion no suele ser limitante, ya que estan

presentes en los alimentos en cantidades suficientes (Demeyer, 1991).

La inclusion de iondforos en la dieta de rumiantes (p. e. monensina) se ha
propuesto como una alternativa que permite reducir la desaminacion y la
acumulacion de amoniaco en el rumen (Dinius et al., 1976) y en el CNCPS
(Russell et al., 1992) se considera que puede afectar el metabolismo del N al
considerar que su inclusion puede disminuir la utilizaciéon de péptidos por las
NSCBact en un 34%. A pesar de ello, no se ha podido determinar con exactitud
los efectos de la inclusion de monensina U otros iondforos en la dieta sobre la
sintesis y/o ESPM. Algunos resultados obtenidos in vitro sugieren una mejora en
la sintesis y/o ESPM (Jalc et al., 1992; Yang y Russell, 1993; Jalc y Laukova,
2002). Por el contrario, otros experimentos realizados in vitro (Wallace et al.,
1981; Han et al., 2002) o in vivo (Muntifering et al., 1981; Haimoud et al., 1996)
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no evidenciaron un efecto positivo de los antibidticos ionéforos sobre la sintesis
y/o ESPM.

Se ha sugerido que el uso de otros aditivos, entre ellos los probidticos, en
dietas para rumiantes (p.e. Saccharomices cerevisiae y Aspergillus oryzae),
pueden ejercer un efecto positivo sobre la sintesis de proteina microbiana, al
estimular el crecimiento y la viabilidad bacteriana (Wallace, 1992, 1994).
Actualmente, el efecto beneficioso de los probidticos sobre el crecimiento
bacteriano se atribuye a la eliminacion de oxigeno del medio ruminal, que se
traduce en una mayor estabilidad del pH, y un estimulo al crecimiento de
bacterias celuloliticas y la sintesis de proteina microbiana (Broderick et al, 1991;
Wallace, 1992, 1994).

También la inclusién en la dieta de acidos organicos (p.e malato, aspartato
y fumarato; Martin, 1998) y de aceites esenciales extraidos de semillas (p.e.
colza, girasol, linaza, etc.; Jalc et al., 2002) pueden tener un efecto positivo
sobre la sintesis de proteina microbiana, a través de una mejora en las

condiciones de fermentacion en el rumen.

3.5.2. Factores relacionados con cambios fisicos del medio ruminal.
3.5.2.1. Efectos del pH ruminal.

El pH del rumen es un parametro fisico-quimico esencial en la digestiéon y
la nutricidn del rumiante (Sauvant et al., 1999, de Veth y Kolver, 2001a). El pH se
considera un componente importante en los modelos de utilizacion de nutrientes
tales como el CNCPS (Pitt et al., 1996) y en el modelo desarrollado por Dijkstra
et al. (1992).

El pH ruminal puede variar en un rango entre 5.0 y 7.2, dependiendo del
tipo de dieta y el manejo alimentario (Owen y Goetsch, 1988). Sin embargo, no
existe consenso entre investigadores a la hora de asignar un valor unico de pH
donde se optimiza el funcionamiento ruminal, aunque el rango es relativamente
estrecho (Hoover et al., 1984; Shriver et al., 1986; Pitt et al., 1996; Russell,
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1998b; Sauvant et al., 1999; Cardozo et al., 2001; de Veth y Kolver, 2001a;
Calsamiglia et al., 2002). Un pH ruminal bajo se asocia con una serie de
desordenes de tipo nutritivo y patolégicos (Sauvant et al., 1999). La disminucion
del pH esta asociada, en general, con la ingestion de elevadas cantidades de
almidén u otras fuentes de carbohidratos rapidamente fermentables por parte del
animal, y el consumo limitado de forrajes (Slyter, 1976; Owen et al., 1998), y
ocurre, principalmente, como consecuencia de la acumulacion de AGV y acido
lactico (Slyter, 1976; Goad et al., 1998; Owen et al., 1998).

La acidosis ruminal afecta negativamente al metabolismo del rumen y del
animal (Slyter, 1976; Owen et al., 1998; Sauvant et al., 1999). La reduccién del
pH ruminal afecta al ritmo de crecimiento microbiano (Russell et al., 1979;
Hoover et al., 1984; Hoover, 1986), a la digestion de carbohidratos (Mould et al.,
1983; Shriver et al., 1986) y a la produccion y proporcion de AGV (Erfle et al.,
1982; Mould et al., 1983; Hoover, 1986; Russell, 1998b).

La primera alteracion evidente derivada de la disminuciéon del pH ruminal
cuando se incluyen grandes cantidades de carbohidratos rapidamente
fermentables (superiores al 30% de la ingestién de materia seca) es la reduccion
en la digestién de la fibra en el rumen (Hoover, 1986). Entre las teorias que

tratan de explicar esta menor digestion de la fibra se incluyen:

i) Preferencia de los microorganismos del rumen por los carbohidratos
facilmente fermentables o competicion entre microorganismos
celuloliticos y amiloliticos por nutrientes esenciales, y que favorecen la
proliferacion de los microorganismos que digieren carbohidratos

rapidamente fermentables (Hoover, 1986);

i) Reduccion en la capacidad de adhesion de las bacterias a la fibra
(Smith et al., 1973; Cheng et al., 1980; Shriver et al., 1986);

iii) Enlentecimiento de la velocidad de replicacion y reduccién en el numero
de microorganismos celuloliticos a pH bajo, debido a que se
incrementan los costes de mantenimiento de las bacterias. Es decir, se

produce un mayor gasto energético para mantener la fuerza motriz de
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los protones a través de la membrana bajo esas condiciones de pH
(Russell y Dombroski, 1980).

Existe suficiente evidencia que indica que las principales especies de
bacterias celuloliticas (Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens y
Fibrobacter succinogenes) no toleran los niveles de pH ruminal bajos derivadas
de las practicas modernas de alimentacion del ganado vacuno (Russell y
Dombroski, 1980; Russell y Wilson, 1996; Russell, 1998b). Sin embargo, parece
ser que no es el valor de pH en si, sino el tiempo durante el cual el pH ruminal
permanece por debajo del valor critico, lo que provoca el efecto inhibitorio. Si la
disminucién del pH ruminal (rango de valores 5.8 a 6.2) es ciclico y de corta
duracion, el impacto sobre la digestidon de la fibra y el crecimiento de la poblacion
microbiana se considera de poca magnitud (Mould y @rskov, 1984; Hoover,
1986; Hoover y Miller, 1992). Estos hallazgos han sido confirmados en
experimentos recientes realizados en fermentadores continuos de flujo doble (de
Veth y Kolver, 2001b; Calsamiglia et al., 2002). La reduccion del pH por debajo
de 5.5 se traduce por lo general en una severa depresion de la digestion de la
fibra (Hoover et al., 1984; Cardozo et al., 2001), aunque la severidad del efecto

depende de la fuente de fibra utilizada en la dieta (de Veth y Kolver, 2001a, b).

La evaluacién in vivo del efecto que la reduccién del pH ejerce sobre la
sintesis de proteina y la ESPM no es facil, ya que el efecto del sustrato de
fermentacion se confunde con el efecto directo del pH. Por esa razoén, la mayoria
de resultados obtenidos hasta el presente derivan de experimentos realizados in
vitro con cultivos puros o en sistemas de cultivo continuo. Los resultados
obtenidos parecen indicar que la ESPM resulta poco afectada por la disminucion
del pH ruminal. Hoover y Miller (1992), tomando como base los datos obtenidos
in vitro por varios autores (Figura 4), concluyeron que la ESPM disminuye sélo
cuando el pH del medio es inferior a 5.5. Resultados mas recientes parecen
corroboran dichas observaciones. De Veth y Kolver (2001a), en un experimento
realizado con fermentadores, observaron una respuesta cuadratica (P = 0.054)
en la ESPM a la reduccién del pH ruminal, cuyos valores fueron de 17.5, 18.6,
20.1 y 17.7 g N/kg MOVD para los valores de pH de 6.6, 6.2, 58 y 5.4,
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respectivamente, con un valor 6ptimo a pH 5.95. Otros resultados obtenidos
también en fermentadores (Cardozo et al., 2001) no observaron diferencias en la
ESPM cuando el pH del medio varié en un rango de entre 4.9 y 7.0 (intervalos de
0.3), o cuando el valor de pH se mantuvo alto (6.4), bajo (5.7) o con

fluctuaciones alternadas en el pH (entre pH 6.4 y 5.7; Calsamiglia et al., 2002).
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Figura 4. Efecto del pH sobre la digestion de FND y nitrégeno microbiano
producido por kg de alimento suministrado a los fermentadores
(Tomado de Hoover y Miller, 1992).

La respuesta observada en la sintesis de proteina microbiana (g N/d) a los
cambios en el pH resulta inconsistente entre experimentos, por lo que es dificil
establecer un valor 6ptimo de pH necesario para maximizar la sintesis de
proteina bacteriana. Resultados obtenidos in vitro por Strobel y Russell (1986),
quienes utilizaron bacterias aisladas del rumen e incubadas en un medio artificial
a pH 6.7 y 6.0, y suministraron distintas fuentes de carbohidratos (almidon,
sucrosa, celobiosa, xylano, pectina o una mezcla de carbohidratos), observaron
una reduccion media del 45% (rango 34 a 69%) en la sintesis de proteina

microbiana (84.1 vs 152.3 mg/L proteina microbiana) cuando el pH del medio fue
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6.0 comparado con el pH 6.7. De Veth y Kolver (2001a), en un experimento
realizado en fermentadores continuos de flujo doble, también observaron menor
sintesis de proteina microbiana (g N/d) a pH 5.4 (0.54) comparado con pH
superiores (0.71, pH 5.8; 0.69, pH 6.2; y 0.66, pH 6.6), estableciendo como
optimo un valor de pH de 6.13. Los resultados de otro experimento realizado con
fermentadores (Cardozo et al., 2001) senalan que la mayor sintesis de proteina
microbiana (g N/d) se produce cuando el rango de pH esta comprendido entre
5.8 y 6.7. Cuando los valores de pH estan por encima o por debajo de dicho
rango, la sintesis de proteina microbiana disminuy6. La disminucion de la
sintesis de proteina microbiana sin modificar la ESPM es posible debido a la
menor digestibilidad de la racidon y la consiguiente disminucidon de la

disponibilidad de energia para los microorganismos ruminales a pH bajos.

Generalmente, el tiempo durante el cual prevalecen las condiciones de pH
bajo en el rumen no es constante, sino que se suceden fluctuaciones en el
tiempo (durante el dia y entre dias) en funcion del tipo de dieta, la frecuencia y el
nivel de ingestidon, etc. Dichas fluctuaciones pueden afectar a la sintesis de
proteina de origen microbiano. Sin embargo, la informacion disponible acerca del
efecto de las fluctuaciones del pH es escasa e inconsistente, y proviene
generalmente de experimentos in vitro, dada las dificultades para evaluar este
factor in vivo. De Veth y Kolver (2001b) evaluaron el efecto de reducir el pH de
6.3 a 5.4 durante 4, 8 y 12 h utilizando fermentadores continuos de flujo doble.
Los resultados indicaron una reduccion lineal en la sintesis de proteina
microbiana (g N/d) a medida que se incrementd el tiempo de exposicién a pH
bajo. La reduccion fue de un 25% cuando el tiempo de exposicion a las
condiciones de pH bajo (5.4) fue de 12 h comparado con el tratamiento control
(pH 6.3). Por el contrario, Calsamiglia et al. (2002), en un experimento similar
realizado también con fermentadores, no observaron diferencias significativas en
la sintesis de proteina microbiana debidas a la reduccion del pH de 6.4 a 5.7
(1.20 vs 1.21, 1.33 gN bacteriano/d) o sus fluctuaciones a lo largo del dia (1.33,

1.14 gN bacteriano/d, respectivamente).
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3.5.2.2. Efecto de la tasa de dilucion.

Modificaciones en el ritmo de renovacion de las fracciones liquida y sélida
del contenido ruminal pueden ejercer un efecto marcado en la fermentacion
ruminal y el crecimiento microbiano (Isaacson et al., 1975; Russell et al., 1992).
Al igual que para el pH, es dificil evaluar el efecto de estos factores en
condiciones de experimentacion in vivo, por lo que los resultados provienen

fundamentalmente de estudios realizados in vitro.

En general, los estudios realizados in vitro con cultivos puros o mezcla de
bacterias ruminales, o aquellos realizados en sistemas de cultivo continuo,
indican una mayor sintesis y eficiencia de sintesis de proteina microbiana con el
incremento en la tasa de dilucion de la fase liquida (Figura 5a, Isaacson et al.,
1975; Meng et al., 1999), de la fase solida (Figura 5b, Hoover et al., 1982;
Schadt et al., 1999) o de ambas (Figura 5c, Crawford et al., 1980b; Shriver et al.,
1986).

Una mayor sintesis y/o ESPM obtenidas con elevadas tasas de dilucion de
liguidos puede explicarse por las siguientes razones (lsaacson et al., 1975;
Hespell y Bryant, 1979; Meng et al, 1999):

i) La seleccion de especies microbianas con mayor velocidad de

crecimiento;

i) La proporcion de la poblacion microbiana que se encuentra en la fase
exponencial de crecimiento es mayor, con lo cual se reducen las

necesidades de nutrientes para las funciones de mantenimiento;

iii) La reduccion en la poblaciéon de protozoos, y con ello la predacién de

bacterias.

El incremento de la tasa de dilucién de liquidos en el rumen beneficia a la
poblacion bacteriana de crecimiento rapido, con lo cual una menor proporcion de
la energia disponible se utiliza para el mantenimiento. Ademas, tasas de dilucién
de liquidos altas se asocian con un menor tiempo de retencion en el rumen, lo

que reduce la lisis celular y la predacién de bacterias por parte de los protozoos.
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La tasa de dilucion lenta favorece la predacion de bacterias por parte de los
protozoos, lo que provoca a la vez, una reduccion en el flujo de proteina
microbiana que sale del rumen con respecto a la cantidad de proteina
microbiana sintetizada (Stern y Hoover, 1979; Hoover y Miller, 1992; Firkins,
1996).
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Figura 5a. Efecto de la tasa de dilucién de liquidos sobre la sintesis (SPM) y la
ESPM (Meng et al., 1999).

Dada la correlacion positiva observada entre la tasa de dilucién de liquidos
y la ESPM in vitro, se asumié inicialmente que in vivo ocurriria algo similar. Sin
embargo, con los resultados obtenidos in vivo no ha sido posible corroborar tales
premisas, ya que la ESPM no siempre esta directamente relacionada con la tasa
de dilucién de liquidos, y ocasionalmente la respuesta obtenida es contraria a la
esperada (Sniffen y Robinson, 1987; Owen y Goetsch, 1988). En algunos casos
(Zinn y Owens, 1983; Robinson et al., 1985) se observé una mayor ESPM con el

incremento en la tasa de dilucién de liquidos, mientras que en otros casos
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(Chamberlain y Thomas, 1980; Merchen et al., 1986; Firkins et al., 1987) no se

pudo demostrar este efecto positivo.
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Figura 5b. Efecto de la tasa de dilucidon de solidos sobre la sintesis (SPM) y la
ESPM (Schadt ef al., 1999).

La aparente contradiccion entre experimentos in vivo e in vitro puede ser
debida a que es dificil modificar el ritmo de paso sin provocar cambios
simultaneos en el aporte y naturaleza del substrato fermentable o las
condiciones de fermentacion en el rumen, lo cual produce efectos confundidos.
Ademas, las diferencias observada entre experimentos in vivo e in vitro puede
estar relacionada con la compleja compartimentacion que ocurren en el rumen,
donde substratos y compartimentos estan sometidos a un continuo proceso de
cambio, y donde no todos sus compartimentos tienen las mismas tasas de
dilucién (Cotta y Hespell, 1986; Demeyer, 1991).

La tasa de dilucion de las fracciones liquida y solida del contenido ruminal
difieren segun el nivel de ingestion (Merchen et al., 1986; Faichney, 1993;
Archimede et al., 1997), la proporcion de forraje en la dieta (Rode y Satter,

1988), el tamano de particulas de la racion (Uden 1988; Woodford y Murphy,
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1988), la temperatura ambiental (Kennedy et al., 1976; Kennedy y Milligan,
1978), y el aporte de sales minerales (Harrison et al., 1975), entre otras. Las
diferentes especies de microorganismos presentes en el rumen se asocian a
diferentes fases y, por lo tanto a diferentes cinéticas de transito, con lo cual la
cantidad de proteina microbiana sintetizada o la eficiencia de dicho proceso
pueden cambiar dependiendo del tipo de poblaciéon microbiana y las condiciones

del medio ruminal.
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Figura 5c. Efecto de los cambios en el flujo de sélidos y liquidos sobre la sintesis
(SPM) y ESPM en cultivo continuo (Shriver et al., 1986).

Partiendo del hecho que las bacterias estan mas estrechamente asociadas
con las particulas de alimento (Cheng et al., 1977; Akin, 1979; Craig et al., 1987,
Olubobokun et al., 1988), se esperaria que el flujo de proteina bacteriana y la
ESPM estuviesen relacionadas mas con la tasa de dilucion de sdlidos que con la
de liquidos (Crawford et al., 1980a). Los resultados de varios experimentos
realizados in vitro con fermentadores coinciden al sefalar una mayor ESPM con

el incremento en la tasa de dilucion de solidos (Crawford et al., 1980b; Hoover et
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al., 1982; Schadt et al., 1999). El flujo de proteina de origen bacteriano, por lo
general, también es mayor a medida que se incrementa la tasa de dilucién de
soélidos (Figura 5b, Crawford et al., 1980a; Schadt et al., 1999), aunque en otros
casos no se han observado aumentos significativos con el incremento en la tasa
de diluciéon de sdlidos (Hoover et al., 1982). Crawford et al. (1980b)
argumentaron que la mayor ESPM observada con el incremento en la tasa de
dilucion de solidos se justifica por las mismas razones que explican el
incremento con una mayor tasa de dilucion de liquidos en sistemas de cultivo de

flujo simple (Isaacson et al., 1975), y que fueron sefialadas anteriormente.

4. Composicioén de la proteina microbiana

4.1. Importancia de la proteina microbiana para el rumiante.

El valor nutritivo de la proteina microbiana como fuente de aminoacidos
para el rumiante no tiene discusién. Se estima que la proteina de origen
microbiano cubre entre un 50 y un 80% de las necesidades de proteina
absorbible del vacuno lechero (Storm y Jrskov, 1983, 1984; Klusmeyer et al.,
1990; Clark et al., 1992; Stern et al., 1994; Schwab, 1996; Dijkstra et al., 1998).
Ademas, tiene un valor biolégico alto y consistente, con una elevada
digestibilidad intestinal (Stern et al., 1994; Hoover y Miller, 1996) y un alto
contenido en AA esenciales (AAE, Czerkawski, 1976), cuyo perfil es similar al de
la proteina de la leche y al tejido muscular (Storm y @rskov, 1984; Clark et al.,
1992; Schingoethe, 1996; Schwab, 1996, Tabla 4).

Con el objetivo de aprovechar el elevado valor biolégico de la proteina
microbiana, es importante maximizar la sintesis y la eficiencia de sintesis de
proteina microbiana en el rumen (Stern et al., 1994). Se considera que mejorar la
eficiencia podria ser beneficioso para incrementar el aporte de AAE a un costo
relativamente menor que aumentando los aportes de suplementos proteicos en
la dieta (Mabjeesh et al, 1997).
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Tabla 4. Comparacion del perfil de aminoacidos de bacterias ruminales, musculo

y leche’.

it Arg Thr Val Met Leu lle Phe Lys His Trp
em

% de AAE Totales

Bacteria 104 113 123 50 159 115 101 165 4.1 2.6
Musculo 168 99 101 51 170 71 89 163 63 25

Leche 72 89 130 55 195 114 100 160 565 3.0

! Modificado de NRC (2001).

4.2. Composicion quimica de la proteina microbiana.

La calidad de la proteina microbiana, medida en términos de composicién

quimica (Tabla 5) y perfil de AA (Tabla 6), resulta muy variable.

La informacion contenida en dichas tablas procede de la recopilaciéon
bibliografica hecha por Clark et al. (1992), donde resulta evidente la gran
amplitud en el rango de valores sehalados para el contenido de MO, N, DAPA,
bases puricas, relacion marcador microbiano:nitrogeno, contenido de N
aminoacidico y perfl de AA en las bacterias ruminales. Resultados
experimentales posteriores coinciden con las observaciones de Clark et al.
(1992), al sefalar diferencias importantes en la composicion quimica de las
muestras bacterianas (Martin et al., 1994, 1996; Pérez et al., 1998; Rodriguez et
al., 2000; Yang et al., 2001).

Los sistemas actuales de formulacidén proteica para el vacuno lechero
consideran la importancia de la composicion en AA de la proteina que fluye al
intestino delgado del rumiante, e incluyen los aportes de proteina en términos de
aminoacidos microbianos en sus modelos de prediccion (O"Connor et al., 1993;
Rulquin y Vérité, 1993; Lescoat y Sauvant, 1995; NRC, 2001). Sin embargo, en
dichos sistemas se asume que el perfil de AA de la proteina microbiana es
constante, a pesar de que existe evidencia que indica lo contrario. Tomando

como ejemplo los datos de la recopilacion bibliografica de Clark et al. (1992,
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Tabla 6), se puede observar que el perfil de AA de las bacterias varia
ampliamente, destacandose el elevado coeficiente de variacién en el contenido
de ciertos AA esenciales como Arg (13.2%), His (21.3%), Leu (10.3%), Lys
(11.9) y Met (25.6%). Al formular una racion basado en las necesidades de AA
para el vacuno lechero, el hecho de utilizar el valor minimo o el valor maximo del
rango puede representar la diferencia en la toma de decision entre incluir o no un

aporte suplementario de un determinado AA esencial.

Tabla 5. Composicidn quimica de las bacterias ruminales’

Variable? N3 Media  Minimo  Maximo DE* CV° (%)
MO, % MS 73 77.50 60.80 92.20 7.60 9.8
N, % MS 87 7.71 4.83 10.58 1.19 15.4
N, % MO 71 9.96 7.35 13.23 1.22 12.2
Purinas, % MS 45 7.28 2.40 13.02 2.24 30.8
DAPA, % MS 20 0.31 0.14 0.44 0.09 29.2
N:Purinas 50 1.06 0.61 2.13 0.31 29.8
N:DAPA 20 27.64 21.10 44.19 5.53 20.0

AA-N, % N Total 34 66.50 54.90 86.70 8.90 13.5

' Clark et al. (1992).

2 MO= Materia organica; MS= Materia seca; N=nitrégeno; DAPA=Acido diaminopimélico; AA-N=
N aminoacidico.

® h= nuimero de observaciones.

* DE= Desviacion estandar.

® CV= Coeficiente de variacion.

4.2.1. Factores de variacion de la composicion quimica de la

proteina microbiana

Dada la complejidad del ecosistema ruminal, es légico pensar que las
diferencias observadas en la composicion quimica de la proteina microbiana
sean consecuencia del efecto de un gran numero de factores, entre los que se
incluyen las técnicas de aislamiento microbiano, el tipo de poblacién
considerada, el tipo de racién y las pautas de alimentacion, etc.
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Tabla 6. Perfil de aminoacidos de las bacterias ruminales’

Aminoacidos Media Minimo  Maximo DE? CV? (%)
Arginina 5.1 3.8 6.8 0.7 13.2
Histidina 2.0 1.2 3.6 0.4 21.3
Isoleucina 5.7 4.6 6.7 0.4 7.4
Leucina 8.1 5.3 9.7 0.8 10.3
Lisina 7.9 4.9 9.5 0.9 11.9
Metionina 2.6 1.1 4.9 0.7 25.6
Fenilalanina 5.1 4.4 6.3 0.3 6.4
Treonina 5.8 5.0 7.8 0.5 8.9
Valina 6.2 4.7 7.6 0.6 10.1
Alanina 7.5 5.0 8.6 0.6 7.3
Acido aspartico 12.2 10.9 13.5 0.6 4.8
Acido glutamico 13.1 11.6 14.4 0.7 5.3
Glicina 5.8 5.0 7.6 0.5 8.2
Prolina 3.7 2.4 5.3 0.5 13.2
Serina 4.6 3.4 54 0.4 8.9
Tirosina 4.9 3.9 7.7 0.6 13.2

! Clark et al. (1992).
2 DE= Desviacién estandar; *CV= Coeficiente de variacion.

4.2.1.1. Diferencias relacionadas con las técnicas utilizadas

en el aislamiento microbiano

Clark et al. (1992) sugirieron que parte de las diferencias en la composicion
quimica de las bacterias ruminales podrian atribuirse a la diversidad de técnicas
utilizadas por los distintos laboratorios para su aislamiento y posterior analisis.
Los distintos procedimientos empleados en la obtencidon de los aislados
microbianos (velocidad de centrifugacion y filtracidon, métodos de desligamiento,
etc.), pueden favorecer la seleccion y el aislamiento de grupos bacterianos

especificos (drskov, 1988), y con ello provocar cambios en su composicion.
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De forma convencional, las muestras bacterianas se obtienen de la fraccion
liquida del contenido ruminal mediante centrifugacion diferencial, debido a la
sencillez del método. Este método consiste en una primera centrifugacién (a baja
velocidad) del filtrado obtenido una vez extraido el liquido ruminal. Con esta
primera centrifugacion precipitan las particulas de pequefio tamafio que contiene
restos de alimento y protozoos. Posteriormente se realiza una segunda
centrifugacion del sobrenadante a alta velocidad con el fin de precipitar las
bacterias que se encuentran en suspension. El rango de velocidades de
centrifugacion utilizados para la precipitacion de las bacterias es muy amplio,
encontrandose en la bibliografia valores para la centrifugacion lenta que oscilan
entre las 200 x g durante 5 minutos (Smith y McAllan, 1974) hasta 1,200 x g
durante 4 minutos (Storm y Orskov, 1983). Para la centrifugacion rapida o
segunda centrifugacion, las velocidades oscilan entre las 8,000 x g durante 20
minutos (Cecava et al., 1990b) hasta las 27,000 x g durante 40 minutos (Legay-
Carmier y Bauchart, 1989).

A pesar del amplio rango de velocidades de centrifugacion utilizados, la
variacion en la composicién quimica de las bacterias aisladas es pequefa. Hsu y
Fahey (1990) no observaron diferencias importantes en la composicion quimica
de las bacterias obtenidas a diferentes velocidades de centrifugacién (4,640;
9,820 y 25,900 x g), al igual que Pérez (1996), quién tampoco observo
diferencias en la composicion quimica de extractos bacterianos obtenidos de la

fraccion liquida a velocidades de centrifugacion entre 7,000 y 20,000 x g.

En algunos casos, los aislados bacterianos se obtienen a partir de las
fracciones liquida y sodlida del contenido ruminal, pudiéndose obtener muestras
bacterianas que incluyen una mezcla de bacterias de las fracciones liquidas y
sélidas, o aislar ambas fracciones por separado. Sin embargo, la poblacion
asociada con la fraccion sélida se encuentra adherida a las particulas. Por lo
tanto, para su aislamiento es necesario el uso de diversos métodos de
desligamiento (fisicos: agitacion, homogenizacion, ...; quimicos: alcohol,
formaldehido, acidos, etc., o combinaciones de ambos), que pueden alterar la

integridad celular y con ello provocar cambios en la composicién quimica del
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aislado bacteriano (Cecava et al., 1990b). De hecho, los resultados obtenidos
por Whitehouse et al. (1992) indican diferencias en la composicién quimica de
las muestras microbianas (proteina bruta, lipidos totales, contenido en bases
puricas y relacion bases puricas:N) debidas a la utilizacion de distintos métodos

de desligamiento.

Aunque parte de la variacion referida en los articulos de revision
bibliografica puede ser debida a diferencias relacionadas con las distintas
metodologias utilizadas en el aislamiento bacteriano, Clark et al. (1992) indicaron
que al restringir los datos de composicion bacteriana a aquellos obtenidos en un
mismo laboratorio, utilizando las mismas técnicas para el aislamiento vy
determinacién de la composicion bacteriana, se redujo considerablemente el
coeficiente de variacidn, pero no la existencia de diferencias en composicion
quimica de las bacterias. Es decir, existen otros factores ademas de las técnicas
de aislamiento y analisis quimico, que son responsables de provocar cambios en

la composicion quimica de las bacterias.

4.2.1.2. Diferencias relacionadas con el tipo de poblacién

microbiana utilizada.

Los datos bibliograficos disponibles indican la existencia de diferencias en
la composicién quimica entre bacterias y protozoos, y entre bacterias asociadas
con las fracciones liquida (BL) y sdlida (BS) del contenido ruminal (Tabla 7). Las
diferencias entre bacterias y protozoos pueden considerarse de poca
trascendencia, ya que los protozoos contribuyen poco al flujo total de proteina
microbiana que llega al intestino delgado del rumiante (Weller y Pilgrim, 1974;
Hino y Russell, 1987). Sin embargo, las diferencias evidentes en la composicion
quimica entre BL y BS no deberian obviarse, ya que la contribucion de cada una
de estas fracciones al flujo total de proteina al intestino delgado es importante
(Craig et al., 1987; Olubobokun et al., 1988), y puede afectar a la contribucion al
flujo total de proteina microbiana.
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Tabla 7. Composicion quimica de distintas poblaciones microbianas del rumen.

Poblacién microbiana

Item Referencia

Protozoos Bacterias BL BS

MO, % MS - -- 84.9 87.2  Craig et al. (1987)

Acidos nucleicos:N - - 0.98 0.92

MO, % MS 81.2 83.7 80.1 87.2  Olubobokun et al.

PB, % MS 49.8 59.9 62.8 57.0 (1988)

DAPA, mg/gN 25.2 34.8 38.0 31.6

DAPA, mg/gMS 1.59 2.75 3.00 2.50

MO, % MS -- -- 75.1 82.3 Legay-Carmiery

PB, % MS -- -- 42.8 37.8 Bauchart, (1989)

DAPA, mg/gMS -- -- 2.25 1.36

PB, % MO -- -- 55.3 45.4  Olubobokuny

DAPA, mg/gN -- -- 24.7 24.3  Craig, (1990)

DAPA, mg/gMS -- -- 1.90 1.58

MO, % MS 89.5 -- 62.5 77.7  Martin et al. (1994)

PB, % MO 31.9 - 55.0 49.7

DAPA, % N 0 - 2.25 1.16

N, % N 0.09 - 0.164  0.111

MO, % MS - -- 67.9 71.9 Pérez et al. (1998)

PB, % MO -- -- 53.0 52.9

BP, umol/g MO -- -- 160.3 148.9

BP:N, umol/mg -- -- 1.89 1.66

MO, % MS -- -- 731 80.2 Rodriguez et al.

PB, % MS -- - 43.9 449  (2000)

BP, umol/g N -- -- 860 602

N: N, % &tomos - - 0.517  0.486

MO, % MS - -- 62.4 73.8 Yang et al. (2001)

PB, % MS - -- 58.4 56.6

®N, mg/kg MO - - 37.3 30.3

N, % N - - 0.040  0.033
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Tomando como referencia los datos de la Tabla 7, puede observarse que,
independientemente de las diferencias en los valores absolutos para cada una
de las variables, la composicion quimica de BL y BS difiere entre si. Por ejemplo,
las bacterias obtenidas de la fraccidn liquida se caracterizan por tener un menor
contenido en MO, y un mayor contenido de proteina (con excepcion de los datos
de Martin et al., 1994 y Rodriguez et al., 2000), de marcador microbiano, y de la
relacion marcador microbiano:nitréogeno, comparado con las bacterias obtenidas

de la fraccion soélida.

El menor contenido de MO presente en los extractos bacterianos obtenidos
de la fraccion liquida comparado con los extractos aislados de la fraccién sdlida,
puede estar relacionado con un mayor contenido de cenizas en BL (Craig et al.,
1987; Olubobokun et al., 1988; Martin et al., 1994; Pérez et al., 1998), o con un
mayor contenido de lipidos en BS (Merry y McAllan, 1983; Martin et al., 1994;
Rodriguez et al., 2000). Las variaciones en el contenido de cenizas han sido
relacionadas con la diferente capacidad que tienen BL y BS para captar las sales
provenientes de las soluciones salinas utilizadas durante el proceso de
aislamiento y lavado de los extractos bacterianos (Martin et al., 1994). Por el
contrario, la teoria que relaciona las diferencias en el contenido de MO con un
mayor contenido de lipidos en BS, se basa en que una mayor concentracion de
lipidos o precursores de lipidos (acidos grasos, acetato) en el micro ambiente de
BS puede favorecer el incremento en la sintesis y/o adsorcion, por parte de la
células bacterianas, de los acidos grasos provenientes de la dieta (Harfoot,
1981).

No existe consenso entre autores sobre la existencia o no de diferencias en
el contenido de proteina (N x 6.25) entre BL y BS (Tabla 7). En algunos casos,
los resultados obtenidos no indican diferencias significativas entre ambas
fracciones bacterianas (Bauchart et al., 1986; Craig et al., 1987; Rodriguez et al.,
2000). Otros senalan un mayor contenido de N en BS (Merry y McAllan, 1983;
Komisarczuk et al., 1987), o en BL (Firkins et al., 1987; Benchaar et al., 1995).
En los casos donde se observaron diferencias en el contenido de N entre los

grupos microbianos, los autores sefialan que éstas pueden reflejar diferencias en
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el estado de crecimiento, o en la cantidad de polisacaridos almacenados por las
bacterias libres respecto a las adheridas a las particulas (Cecava et al., 1990b;
Pérez, 1996).

También es necesario resaltar las diferencias entre BL y BS en cuanto al
contenido de marcador microbiano y a la relacion marcador microbiano:N, cuyos
valores son mas elevados en BL comparado con BS (Tabla 7). Estas diferencias,
al igual que en el caso del contenido de N, pueden asociarse con diferencias en
las especies bacterianas presentes en cada una de las fracciones, la velocidad
de sintesis de proteina microbiana o el mayor ritmo especifico de crecimiento en
BL que en BS (Legay-Carmier y Bauchart, 1989; Martin et al., 1994; Pérez,
1996).

La relacion marcador microbiano:N es un parametro fundamental en la
estimacion de la sintesis y/o ESPM. Por lo tanto, diferencias entre BL y BS en
dicha relacién, hace que las estimaciones de sintesis y/o ESPM obtenidas a
partir de diversos marcadores microbianos puedan variar considerablemente
(Pérez et al., 1998). Para ilustrar el efecto que las diferencias en la relacién
marcador microbiano:N entre ambos grupos bacterianos pueden tener en la
estimacion de la sintesis (flujo de N microbiano, g/d) y la ESPM (g N
bacteriano/lkg MOVF), se utilizard un ejemplo donde todas las variables
utilizadas en el calculo, excepto la relacion marcador microbiano:N, permanecen
constantes. Los valores utilizados se tomaron de un experimento realizado con
fermentadores (Calsamiglia et al., 2002): Flujo de N Total (g/d) = 3.3; Relacion
marcador microbiano:N en el efluente = 10:1; kg MOVF = 52. La relacién
marcador microbiano:N en las bacterias se fij6 en 25:1 para BL y, tomando en
cuenta los valores de la Tabla 7, se puede observar que en promedio la relacion
marcador microbiano:N es un 20% menor en BS, por lo tanto para esta

poblacion la relacion utilizada en el calculo fue de 20:1. Al realizar los calculos se

obtuvo:
SintesisgL = 1.32 g N/d; Sintesisgs = 1.65 g N/d
ESPMg. = 25.4 g N/kg MOVF; ESPMgs = 31.7 g N/kg MOVF
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De estos calculos se deduce que no considerar las diferencias en la
relacion marcador microbiano:N entre ambas poblaciones conduce a la
estimacion incorrecta de la sintesis de proteina microbiana y la ESPM. Lo
recomendable seria en cualquier caso, considerar la contribucion relativa de
ambas poblaciones al flujo total de proteina microbiana al intestino delgado, con

el fin de minimizar el error.

También existen diferencias importantes en el perfil de AA entre bacterias y
protozoos (Czerkawski, 1976; Martin et al., 1996; Shabi et al., 2000) y, entre el
perfil de AA de BL y BS (Tabla 8). De forma global y, considerando los valores
medios presentados en dicha tabla, se podria pensar que las diferencias en el
perfil son numéricamente poco importantes. Sin embargo, en la mayoria de los
casos, las diferencias entre poblaciones son estadisticamente significativas
(Lallés et al., 1992; Martin et al., 1996; Rodriguez et al., 2000; Yang et al., 2001).
Partiendo de los datos presentados en la Tabla 8, y calculando los valores
medios para cada una de las fracciones bacterianas se puede observar, al
comparar BS respecto a BL, que del total de AA considerados (16 AA), el
contenido en AA (% del total de AA) fue mayor en 8 de ellos (Glu, Gly, Arg, Pro,
Leu, Phe, Lys e His), menor en 5 (Asp, Ser, Thr, Ala y Val) e idéntico en los tres
restantes (Met, lle y Tyr). Cuando se discriminan por tipo de aminoacido
considerado (esenciales y no esenciales), se destacan las diferencias
porcentuales entre poblaciones en el contenido de ciertos AA esenciales, como
es el caso de Arg (+6.8%), Val (-7.5%), Phe (+8.5%) e His (+14.3%), asi como
de algunos AA no esenciales, como lo es el contenido de Asp (-5.1%), Ala (-
13.7%) y Pro (+24.2%), respectivamente.

Las diferencias en el perfil de AA entre BL y BS pueden explicarse, al
menos parcialmente, por las mismas razones que justifican las diferencias en la
relacion marcador microbiano:N. Es decir, pueden ser un reflejo de las diferentes
especies bacterianas presentes en las fracciones liquida y sdlida de la digesta
(Martin et al., 1996; Rodriguez et al., 2000), asi como también pueden estar
relacionadas con la existencia de diferencias en la proporcion entre la pared

celular y el contenido citoplasmatico en las distintas especies bacterianas, o ser
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ocasionadas por el rompimiento de las células bacterianas durante el proceso de
aislamiento y separacién bacteriana, ya que es en el citoplasma donde se
concentran los AA bacterianos (Chalupa, 1972; Rodriguez et al., 2000). Martin et
al. (1996) sugieren, ademas, que las diferencias en el perfil de AA entre BL y BS
pueden deberse también a la mayor probabilidad que tiene el extracto bacteriano
aislado de la fraccion sélida de contaminarse con particulas de alimento

presentes en la digesta.

4.2.1.3. Otros factores que afectan la composicion quimica

de la proteina microbiana.

Otros factores, ademas del tipo de poblacion microbiana o las técnicas de
aislamiento, pueden provocar cambios en la composicion quimica y perfil de AA
de la proteina de origen microbiano. Entre ellos se mencionan factores
relacionados con la dieta, el régimen de alimentacion, el nivel de ingestion, el
tipo de animal, etc. (Czerkawski, 1976, McAllan y Smith, 1977; Clark et al., 1992;
Pérez et al., 1996; Rodriguez et al., 2000; Yang et al., 2001). Sin embargo, la
informacion disponible en la bibliografia sobre el efecto de estos factores es

limitada y a veces contradictoria, resultando dificil llegar a conclusiones claras.

Algunos autores senalan que factores relacionados con el manejo
alimentario, tales como la frecuencia de alimentaciéon, el tiempo transcurrido
desde la ultima comida (Cecava et al., 1990b; Martin et al., 1994), la presencia
del marcador microbiano en el alimento o su degradacién incompleta en el
rumen, pueden afectar a la composicion quimica microbiana y, por ende, a la
estimacion del flujo de nutrientes y a la sintesis de proteina de origen
microbiano. Clark et al. (1992) observaron que la composicion quimica de las
bacterias aisladas del rumen de vacas alimentadas con dietas diferentes, cuyos
analisis fueron realizados por un mismo laboratorio con las mismas técnicas de
aislamiento bacteriano y analisis, era distinta. En ese mismo articulo se sefala,
ademas, la existencia de diferencias en la relacion marcador microbiano:N con el
tiempo post-ingestion, el nivel de forraje de la dieta, o su composiciéon quimica
(fuente y cantidad de proteina en la dieta).
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Tabla 8. Perfil de AA (% del total de AA) en bacterias asociadas a las fracciones liquida y solida de la digesta.

Aminoacido

Bact' Referencia
Asp Glu Ser Thr Gly Ala Arg Pro Val Met 1lle Leu Phe Lys His Tyr

BL 13.0 129 48 59 56 72° 52 35 65 32° 64 83 52 63" 1.7° 4.4° Lallésetal (1992),
BS 129 131 48 54 52 63> 54 38 6.0° 36° 65 85 55 6.7° 1.9° 42° Invivo
BL 11.9° 127 46 6.6° 6.5 62° 49° 34 65 26° 55 74> 51° 91 1.6° 4.9 Martinetal (1996),
BS 11.5° 129 47 63° 62° 55° 53° 40 63 31° 56 83 56° 85 1.8 47 Invivo
BL 144 169 49 57 51 71° 46 - 64 25 6.1° 78 52° 68° 14 53 Rodriguezetal
BS 143 166 51 61 51 61° 44 - 56° 22° 64° 80° 57° 7.8 14 53 (2000),invivo
BL 157 11.0° 59° 6.0 7.7° 115" 28" 30° 7.3 21° 56 76 3.2° 6.0° 1.0° 2.5° Yangetal (2001),
BS 13.7° 12.3% 55° 57 91° 98° 35 44° 68° 14° 53° 76 38 58 14° 28 Nvivo
Media,BL 13.8 134 51 60 62 80 44 33 67 26 59 7.8 47 71 14 43
Media,BS 131 137 50 59 64 69 47 41 62 26 59 81 51 72 16 43

' Bacterias aisladas de las fracciones liquida (BL) y sdlida (BS) del contenido ruminal.

ab perfil de AA difirié estadisticamente entre BL y BS (P < 0.05).

61



Revision Bibliografica

De igual forma, Martin et al. (1994) observaron variaciones importantes en
la composicion quimica (contenido de MO, N, DAPA, 15N) entre bacterias y
protozoos, y entre BL y BS segun el tipo de dieta y el tiempo post-ingestion. El
perfil de AA de la proteina microbiana también puede verse afectado por
cambios relacionados con la fuente de proteina utilizada (Burris et al., 1974), el
nivel de forraje en la dieta, o la adicidon de grasa (Hussein et al., 1995). Yang et
al. (2001) observaron diferencias tanto en la composicion quimica (contenido de
N y de 15N), como en la concentracion de ciertos AA (mol/100 mol AA), cuando
las dietas utilizadas diferian en el grado de procesamiento del grano de cebada
(Ala y Val) y la relacién forraje:concentrado (Arg, Met). Rodriguez et al. (2000),
también observaron diferencias en la composicion quimica de BL y BS
(contenido de N, 15N, y relacidn bases puricas:N) y proporcion de ciertos AA
(Ala, Gly, Arg, Met) con el nivel de ingestion.

Por el contrario, en otros experimentos no se han podido establecer
diferencias en la composicion quimica o perfil de AA de las bacterias debidas a
modificaciones en el tipo o calidad de la dieta suministrada (Olubobokun et al.,
1988; Cecava et al., 1990b; Martin et al., 1996), el tiempo post-ingestion
(Olobobokun y Craig, 1990; Martin et al., 1996) o el tamafio de particulas del
forraje (Yang et al., 2001).

En conclusion, existe suficiente evidencia de que la composicion quimica y
el contenido de AA entre las fracciones BL y BS varian en funcion de factores
asociados con la composicién quimica y el manejo de la alimetacion. En estas
condiciones, el uso de valores constantes para la composicion de la proteina
microbiana en los distintos sistemas de formulacion para el vacuno lechero
puede inducir a errores en la estimacion del flujo de nutrientes de origen
microbiano (INRA, 1988; Russell et al., 1992; O’Connor et al., 1993; Lescoat y
Sauvant, 1995; NRC, 2001).
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4.3. Composicién quimica de la proteina microbiana y sus efectos

sobre el flujo de AA de origen microbiano.

Los actuales sistemas de racionamiento para el vacuno lechero incluyen
las necesidades y los aportes de AA al intestino delgado del rumiante en sus
modelos de prediccion (Rulquin y Vérité, 1993; O’Connor et al., 1993; NRC,
2001). Como se sefialé anteriormente, una proporcion importante de los AA
aprovechados por el animal provienen de la proteina microbiana (Clark et al.,
1992; O’Connor et al., 1993; Schwab, 1996; NRC, 2001). Sin embargo, en los
distintos modelos de prediccion utilizados por todos los sistemas de
racionamiento para el vacuno lechero no se considera la posibilidad de que la

composicion en AA de la proteina microbiana sea variable.

En el Sistema Francés (Rulquin y Vérité, 1993; Rulquin et al., 1998), el
contenido en AA de la proteina microbiana utilizado en el modelo proviene de
datos bibliograficos de bacterias asociadas con la fraccion liquida del contenido

ruminal (promedio de 66 publicaciones).

En el CNCPS (O’Connor et al., 1993) también se utiliza el perfil de AA de
las bacterias asociadas con la fraccion liquida, aunque se toman en cuenta las
diferencias en el perfil y en la digestibilidad intestinal de los AA provenientes de

la pared celular y del citoplasma microbiano.

El NRC (2001) difiere de los otros sistemas de racionamiento en el método
utilizado para estimar el aporte de AA al intestino delgado del rumiante. Para ello
utilizan un modelo semi-mecanistico, con lo cual se elimina la necesidad de
asignar valores de composicion de AA a la proteina microbiana sintetizada en el
rumen y a la proteina enddgena (los valores de AA son asignados solamente a
los ingredientes). El aporte de AA de origen microbiano y enddégeno se calcula
por diferencia entre el flujo total de AA y el aporte de AA de la fraccion de
proteina no degradada en el rumen. El modelo predice el flujo de cada uno de
los AA esenciales al intestino delgado multiplicando la concentracion de cada
AAE en el total de AAE duodenal por el flujo de los AAE totales.
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Bateman et al. (2001a, b) realizaron un analisis con el fin de comparar la
exactitud y precisiéon de los distintos modelos utilizados para predecir el flujo de
proteina y de AA al intestino delgado del rumiante. En base a los resultados
observados, dichos autores concluyeron que las estimaciones del flujo de
proteina y de AA de origen microbiano que llegan al intestino delgado difieren
segun el modelo matematico utilizado en la prediccion. Dichas diferencias

pueden ser debidas a:
i) El uso de una composicion en AA de los microorganismos inadecuada.

i) La imprecision en la estimacion de la cantidad total de proteina que

llega al duodeno.

iii) La imprecision en la estimacién de la cantidad de proteina microbiana

que llega al duodeno.

Dado que el flujo de AA (g/d) se calcula como:

g AA/d = g AA/g MSbact (perfil de AA) x g MSbact/d (sintesis microbiana)

Es légico pensar que cualquier error cometido en la medicion de alguno de
los componentes de la ecuacion puede resultar en grandes diferencias en la
estimacion de la cantidad de AA de origen microbiano que llegan al intestino
delgado del rumiante, dado que el efecto es multiplicativo. Por ejemplo, el hecho
de considerar que el perfil de AA de las bacterias es constante, a pesar de la
variacion observada en el perfil de AA de las bacterias (Clark et al., 1992), y
entre bacterias asociadas con la fraccion liquida y sélida del contenido ruminal
(Martin et al., 1996; Rodriguez et al., 2000; Yang et al., 2001), puede conducir a
errores importantes en la estimacion del flujo de AA microbianos. Aunque existe
muy poca informaciéon al respecto, algunos datos (Klusmeyer et al., 1991)
indican que variaciones en el perfil de AA entre BL y BS se relacionan con
diferencias en el flujo de AA cuando se utilizan aislados microbianos obtenidos

de distintas fracciones del contenido ruminal (BL, BS, o su mezcla).
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5. Conclusiones.

Es evidente que la inclusion de las necesidades y aportes de AA al
intestino delgado del rumiante constituye un importante avance en la formulacién
proteica para el vacuno lechero. Sin embargo, la fiabilidad de los modelos de
prediccidon actualmente en uso es baja (Bateman et al., 2001a, b). Ademas, el
conocimiento de las necesidades y aportes de AA especificos para el rumiante
es muy limitado (NRC, 2001). Por otro lado, aunque existe suficiente informacion
referente a la cuantificacion y los factores que afectan el flujo de proteina
microbiana al intestino delgado del rumiante (Stern y Hoover, 1979; Hoover y
Stokes, 1991; Clark et al., 1992; Stern et al., 1994), la informacion sobre el flujo
de AA de origen microbiano, y los factores que lo afectan, es muy limitada. Por
ello es necesario realizar estudios que permitan su cuantificacién de una manera
precisa, asi como evaluar los factores que lo afectan, con el fin de incluirlos en

los modelos de prediccion y mejorar la fiabilidad en los valores estimados.
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6. Objetivos.

Los principales factores responsables de variaciones en el flujo de
aminoacidos de origen microbiano al intestino delgado del rumiante estan
relacionados con la dieta (fuentes de energia y proteina, forma de presentacion,
tamano de particula del forraje, ...), con el manejo de la alimentacion (frecuencia
de alimentacién, nivel de ingestion, ...), y los efectos que la modificacién de
dichos factores provocan en el medio ruminal (pH ruminal, tasa de dilucién, ...).
Ademas, es posible que la poblacién microbiana utilizada como referencia
(bacterias aisladas de las fracciones liquida y solida del contenido ruminal)
contribuya de forma importante a la variabilidad en la estimacién del flujo de

aminoacidos de origen microbiano.

Dada las dificultades que existen para estudiar in vivo y de forma aislada
estos factores, se utilizé un sistema de cultivo continuo de flujo doble
(fermentadores). Los objetivos generales de la presente Tesis Doctoral fueron

los siguientes:

a. Estudiar el efecto algunos factores relacionados con la dieta (nivel de fibra
y tamafo de particulas del forraje) o las condiciones de fermentacién (pH
y tasa de dilucion) sobre los parametros de fermentacién y el metabolismo
del nitrégeno en el rumen, utilizando para ello un sistema de cultivo

continuo de flujo doble.

b. Evaluar el efecto de varios factores relacionados con la dieta (nivel de
fibora y tamafo de particulas del forraje) o con las condiciones de
fermentacion (pH y tasa de dilucién) sobre el perfil y flujo de AA de origen

microbiano en fermentadores de cultivo continuo de flujo doble.

c. Analizar la composicion quimica de las bacterias asociadas con las
fracciones liquida y sdlida del contenido del fermentador y evaluar el
efecto de su utilizacion en la estimacion de los parametros de
fermentacion y metabolismo del nitrégeno en el rumen, asi como en el

perfil y flujo de AA de origen microbiano.
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Effect of type of diet and the REGEPRO® dose on rumen microbial

fermentation and nutrient flow from a continuous culture system

ABSTRACT: Eight dual-flow continuous culture fermenters (1,320 mL) were
used in three consecutive periods to study the effects of type of diet and dose of
Regepro® (RP) on microbial fermentation and nutrient flows. Treatments were
arranged in a 2 x 4 factorial, being the main factors diet (CS = Corn Silage; RS =
Ryegrass Silage based diets) and RP dose (0, 0.15, 0.30, and 0.45 g of RP/100
g DM diet) the main factors. Temperature (39°C), pH (6.4), liquid (10%/h) and
solid (5%/h) dilution rates, and intake (100 g DM/d) were maintained constant.
Each period consisted of 5 d for adaptation and 3 d for sampling. Samples from
diets, effluents and bacteria were taken for chemical analysis. The CS diet had
higher CP (19.3 vs 17.5%) and lower NDF (35.3 and 39.0%) concentrations
compared with RS diet. True DM digestibility tended to be higher (P < 0.10) in CS
compared to RS diet, but only when solid (SAB) instead of liquid (LAB)
associated bacteria were used for calculations. Total volatile fatty acid (VFA)
concentration was higher in CS (117.9 mM) compared with RS (105.5 mM). The
proportion of butyrate and branched chain VFA tended to be lower in CS
compared with RS diet. The ammonia N concentration and flow, and the total N
flow were higher (P < 0.05) in CS compared to RS diet. The RP dose did not
affect estimates of DM, OM, fiber digestion, and VFA concentration and profile,
although there was a numerical trend for a quadratic effect of RP dose on the
acetate to propionate ratio. The RP dose reduced ammonia N concentration and
flow linearly (P < 0.10), and the effect was more pronounced at intermediate

doses of RP (0.15 and 0.30 g of RP/100 g DM diet) and for RS diet. The bacterial
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composition data indicated higher N and purine bases content (P < 0.05) in LAB
compared with SAB. The calculated true OM digestibility was higher (P < 0.05)
and DM digestibility tended to be higher (P < 0.10) when SAB instead of LAB
were used for calculations. The RP reduced ammonia N concentration in the
intermediate doses of RP without no other effects on nutrient digestibility,

microbial fermentation profile or efficiency of microbial protein synthesis.

Key words: Regepro®, silage, microbial fermentation

Introduction

Current feeding system for ruminants protein nutrition have evolved from
simplistic approaches, based on CP of diet (NRC, 1978; INRA, 1978), to more
complex system where ruminal CP degradation and amino acids supply to the
small intestine are considered (INRA, 1988; O’Connor et al., 1993; NRC, 2001).
The major motivation for these developments was the improvement of the
efficiency of nitrogen utilization to reduce costs and improve milk production.
While this approach is in itself of great importance to animal production systems,
there has been recent interest evolving out of two differents, but critically
important, issues for the future of the bovine production systems: a) The impact
of excess nitrogen supply on animal health and reproductive performance
(Ferguson et al., 1993), and b) The impact of excess nitrogen in environmental
pollution. Dairy cattle farming is an important contributor to environmental
pollution in general, and of N in particular (Berentsen et al., 1992; Tamminga,
1992; Castillo et al., 2000). Khon et al. (1997) indicated that proper feeding and
management strategies were the most cost-effective methods of reducing

environmental N pollution in dairy cattle farms.

There are several methods used in cattle diets to improve protein utilization
and reduce N losses (Broderick et al., 1991; Castillo, 2000). Some of them
include chemical or heat treatment of protein supplements to reduce protein

degradation. However, these methods may overprotect protein and reduce its
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intestinal digestibility (Calsamiglia et al., 1995). Other products, as ionophores,
have been used to reduce AA deamination and ammonia accumulation in the
rumen (Dinius et al., 1976; Van Nevel and Demeyer, 1988). However, the
reduction in ammonia N concentration usually occur together with other changes
on microbial activity or fermentation profile (Van Nevel and Demeyer, 1988;
Russell and Strobel, 1989; Ruiz et al., 2001). The reduction in N availability for
microbial growth may limit microbial protein synthesis. Therefore, the evaluation
of the effects of this type of additives that modify N availability in the rumen
needs the determination of their overall effect on rumen fermentation and
microbial protein synthesis. These studies need to be conducted in vivo or in
continuous fermentation systems, and require the isolation of rumen microbes
and the use of microbial markers (Stern et al., 1994). Most research has been
conducted using the microbial population associated with the liquid fraction (LAB)
of the rumen content, although the largest proportion (80%) of the rumen
microbial population is attached to feed particles (Craig et al., 1987; Olubobokun
et al., 1988). Several studies indicated that chemical composition of liquid (LAB)
and solid (SAB) associated bacteria differ (Olulobokun et al., 1988; Martin et al.,
1994; Rodriguez et al., 2000). Such differences may be responsible for errors in
the prediction of the flow of microbial protein or other variables related to N

metabolism in ruminants.

The objective of this experiment was to determine the effect of the additive
Regepro® on microbial fermentation and nutrient flow in two different diets in
continuous culture of rumen fluid, with the main emphasis placed on N

metabolism and utilization, using the chemical composition of LAB and SAB.

Materials and Methods
Continuous Culture System, Diets and Treatments

Eight 1,320 mL dual flow continuous culture fermenters (Hoover et al.,
1976) were used in three consecutive periods of eight days each. Fermenters
were inoculated with rumen fluid strained through four layers of cheesecloth
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taken from two ruminally cannulated cows fed a 50 to 50 forage to concentrate
diet. The experimental diets were corn silage (CS) and ryegrass silage (RS)
based (Table 1), and were formulated to meet or exceed NRC (2001)
requirements for lactating diary cows producing 30 kg of milk. A total of 100 g/d
of DM diet were fed continuously throughout the day to the fermenters.
Temperature was maintained constant (39°C) and pH was controlled at 6.4 by
infusion of 3N HCI or 5N NaOH. Anaerobic conditions were maintained by
infusion of N, at a rate of 40 mL/min. Artificial saliva (Weller and Pilgrim, 1974)
was continuously infused into flasks and contained 0.4 g/L of urea to simulate
recycled N. Liquid and solid dilution rates were maintained at 10 and 5%/h,

respectively.

Table 1. Ingredients and chemical composition of the diets

Diet
ltem Corn silage Ryegrass silage
Ingredients, % of DM
Corn silage 58.3 --
Ryegrass silage -- 42.1
Ryegrass hay -- 5.3
Alfalfa hay 12.1 --
Wheat grain -- 15.8
Soybean meal 4.2 7.9
Beet pulp 19.0 10.5
Minerals and vitamins 2.3 2.6
Chemical composition, % of DM
oM 91.7 91.5
CP 19.3 17.5
NDF 35.3 39.1
ADF 18.2 20.0
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Treatments were arranged as a 2 x 4 factorial, being diet (CS and RS
based diet) and dose of Regepro® (RP = 0, 0.15, 0.30, and 0.45 g of RP/100 g
DM diet) the main factors. Treatments were the combinations of type of diet and
RP dose: CS0, CS15, CS30, CS45, RSO, RS15, RS30, and RS45, respectively.

Treatments were randomly assigned within period to fermenter units.

Sample Collection and Bacterial Detachment Procedure

Each experimental period consisted of five days for adaptation and three
days for sampling. During sampling days, collection vessels were maintained at
4°C to retard microbial growth. Solid and liquid effluent content were mixed and
homogenized for 1 min, and a 500 mL sample was removed via aspiration. Upon
completion of each period, effluents from the three sampling days were
composited and mixed within fermenter. Three subsamples of mixed effluent
were taken, two of them were acidified with either HCI (4 mL effluent in 4 mL
0.2N HCI) or H3POg4 (4 mL effluent in 1 mL of 0.2% CIHg, 2% H3PO4, and 0.2% 4-
methyl valerate) and frozen until analyzed for ammonia N and volatile fatty acid
(VFA) concentrations, respectively. A third subsample was taken in triplicate for
total N analysis. Two 250-mL subsamples of each composited sample were
freeze-dried, ground through a 1-mm screen and analized for DM, ash, fiber, and

purine bases content.

The SAB and LAB associated bacteria were obtained from the fermenter
the last day of each experimental period. The LAB were obtained by filtration of
fermenter flask contents through two layers of cheesecloth. The solid fraction
was washed with saline solution (0.85% wt/vol NaCl, in a 3 to 1 saline solution to
solid fraction proportion) to remove residual bacteria of the liquid fraction
(Olubobokun and Craig, 1990), and the filtrate was added to the LAB preparation.
The filtrate was centrifuged for 10 min at 1,000 x g to remove feed residues. The
supernatant fraction was centrifuged twice for 20 min at 20,000 x g to isolate

LAB, and washed twice (once with saline solution and a second time with distilled
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water to reduce mineral contamination of the sample). The final bacterial pellet

was freeze-dried for subsequent analysis.

The SAB were obtained by using a combination of several detachment
procedures (Whitehouse et al., 1994). The treatments were selected to obtain the
maximum detachment of adherent bacteria and the use of chemical (alcohol,
formaldehyde, acids) or physical (homogenization) treatments were avoided to
prevent changes in microbial cell integrity. The fermenter solid residue combined
with the feed residue pellet obtained in the first centrifugation of the LAB
separation procedure was suspended in a saline solution with 0.1%
methylcelulose (proportion 3 to 1 saline solution to solid-fraction ratio), and
incubated in a shaking water bath at 37°C for 30 min to remove attached bacteria
(Minato and Suto, 1978). After the incubation, samples were refrigerated for 24 h
at 4 °C, and solid residues were agitated for one hour with marbles (30 2-mm and
15 4-mm diameter marbles) to dislodge loosely attached bacteria. Finally, the
solid fraction was filtered through cheesecloth and washed three times with
saline solution. The SAB were obtained by differential centrifugation as in the

LAB isolation procedure.

Sample Analyses

The DM, ash and N content in feed, bacteria and effluents in diets were
determined according to AOAC (1990). The NDF and ADF concentrations in feed
and effluents were determined sequentially (Van Soest et al., 1991). The
ammonia N was determined by a colorimetric procedure (Chaney and Marbach,
1962). The VFA concentrations in deproteinised effluent fluid samples were
determined by gas chromatography (GLC Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using
4-methylvaleric as internal standard (Jouany, 1982). Purine bases (adenine and
guanine) in bacteria and effluent samples were determined by HPLC (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA) using allopurinol as internal standard (Balcells et al.,
1992).
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Statistical Analyses

Data was analyzed as a completely randomized block design with a 2 x 4
factorial arrangement of treatments (Steel and Torrie, 1988). Treatments were
randomized into each period. The three periods were considered as blocks, and
each individual fermenter served as the experimental unit. The statistical model

was:

Yiu=p+ B; + Dj + RPx + (D x RP)jk + Eijkl,

where p was the mean, B was the period as block, D and RP were diet and
Regepro® dose effects, and D x RP was the diet by Regepro® dose interaction.
Microbial fermentation profile and nutrient flow data were analyzed using the
PROC GLM procedure of SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, 1988). Least square
mean difference test was used to compare treatment means. Orthogonal
constrast were used to determine if dose had linear or quadratic effects on the
parameter measured. The differences between the bacterial fractions (LAB and
SAB) were analyzed as a paired t-test comparison (Steel and Torrie, 1988) using
the PROC MEANS procedure of SAS.

Results and Discussion

The nutrient content of CS and RS diet is presented in Table 1.
Concentrations of CP in experimental silages were higher than expected due the
higher quality of forages (13.0 and 15.8%) for corn and ryegrass silage,
respectively. The NDF content was higher for ryegrass (50.0%) than for corn
(44.9%) silage. Concentration of CP was higher and that of NDF and ADF was

lower in CS compared to RS diet.

There were no significant interactions between diet type and RP dose.
Therefore, only main effects are presented and discussed, unless otherwise

indicated.
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Digestibility Coefficients

The apparent DM digestibility was higher (P < 0.05) in CS compared to RS
diet (Table 2). The true DM digestibility (TDMD) tended to be higher (P < 0.10) in
CS compared to RS diet, but only when SAB instead of LAB were used for
calculations. Therefore, the interpretation of the results was dependent of the
microbial population used as reference. There were no effects of type of diet on
apparent and true OM (TOMD), or ADF digestibilities. In spite of the differences
in chemical composition of diets (Table 1), the results indicate that the two diets
resulted in similar nutrient digestibilities, and are in agreement with results of
Bernard et al. (2002), who reported a higher apparent DM digestibility, and no
differences in fiber digestibility when all dietary forage was provided by RS or CS
in diets used for lactating dairy cows.

The level of inclusion of RP in diets did not affect the digestibility of DM,
OM, or fiber (Table 2). It has been observed that the inclusion of other feed
additives as ionophores, which have a potential use in dairy cattle (McGuffey et
al., 2001), results in a dose dependent depression of DM, OM or fiber digestion in
vitro (Jalc et al., 1992) and in vivo (Faulkner et al., 1998). More information is
needed to fully evaluate the potential use of Regepro® in dairy cattle diets in the

European countries.

Effects on Ruminal Fermentation

Volatile Fatty Acids Production and Profile. Total VFA production was
higher in CS compared to RS diet (Table 3), reflecting the higher digestion of DM
(Table 2) and the higher fermentability of carbohydrates present in the diet. The
molar proportion of butyrate and that of branched chain VFA tended to be lower
(P <0.10) in CS compared to RS diet. Since the molar proportion of acetate was
similar among diets, the observed difference in the molar proportion of butyrate
suggest that in RS diet the fermentation pattern favored an increase in the

synthesis of butyrate derived from hexose fermentation (Van Houtert, 1993).
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Table 2. Effect of diet type and Regepro® dose on apparent and true DM, OM, and ADF digestion in continuous culture

Diet® Regepro® dose Effect (P < )°
Item cs RS SEM° o 015 030 045 °FM  piet RPL RPQ

Apparent digestibility, %

DM 364 339 070 353 353 343 356 0.98 * NS NS

OM 31.0 302 063 305 311 297 313 088 NS NS NS
True digestibility®, %

DMyas 526 501 082 522 512 513 507  1.16 NS NS NS

DMsag 535 51.0 089 528 525 521 516 1.26 t NS NS

OM_as 471 462 082 471 468 464 462  1.16 NS NS NS

OMshg 482 474 083 482 482 475 473 147 NS NS NS
ADF digestibility, % 411 411 191 406 391 419 427 271 NS NS NS

@ CS = Corn silage based diet; RS = Ryegrass silage based diet.

® Standard error of the mean.

° Diet = Diet effect; RP = Regepro® dose effect: L = linear, Q = quadratic; NS = not significant; + P < 0.10; * P < 0.05.

4 Using liquid (LAB) or solid (SAB) associated bacteria.
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The molar proportion of branched chain VFA was higher in RS diet,
suggesting that the protein was more degraded in this type of diet, because the
branched chain VFA are derived from protein catabolism in the rumen (Mackie
and White, 1990). Some authors suggested that a higher availability of branched
chain VFA stimulate growth of cellulolytic bacteria (Bryant, 1973) and fiber
digestion in vitro (Stern et al., 1985; Gorosito et al., 1985). However, evidence for
this favorable effect has been obtained only in vitro with purified diet (Hume,
1970). Although other authors have also indicated that supplementing ruminant
diets with these growth factors when available true protein is low (Russell et al.,
1990), or when deamination step is inhibited (Brodiscou and Jouany, 1995), may
enhance the efficiency of microbial growth, the effect of ruminal branched chain

VFA concentration or supplementation in common diets is negligible.

There were no effects of RP dose on the total VFA production and profile,
although there was a numerical trend (P < 0.22) for a quadratic effect of RP dose
on the acetate to propionate ratio (Table 3), and the effect was more evident in
the CS diet compared to RS diet (Figure 1). The trend in the intermediate doses
of RP (0.15 and 0.30 g/100 g DM) suggests that there was an improvement in the
fermentation profile that would support a higher milk fat content, related with an
increase in the acetate and a decrease in the propionate concentration. These
observations suggest that the mode of action of RP on the acetate to propionate
ratio may be different for the other feed additives used in ruminant diets as
ionophores (MgGuffey et al., 2001; Ruiz et al., 2001) or probiotics (Miller-Webster
et al, 2002), where the fermentation profile shifts towards propionic acid

production.

Nitrogen metabolism. The effects of diet type and RP dose on N
metabolism are presented in Table 4. Dietary and microbial N flow, protein
degradation, and the efficiency of microbial protein synthesis (EMPS) were

estimated using the chemical composition of LAB and SAB independently.
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Table 3. Effect of diet type and Regepro® dose on volatile fatty acid production and profile by mixed ruminal bacteria in

continuous culture

Diet® Regepro® dose Effect (P < )°
ltem cs Rrs SEM o 045 030 o045 SEM Dt ReL RPQ

Total VFA, mM 1179 105.5 193 1122 109.3 1124 1131 2.73 * NS NS
Individual VFA, %

Acetate 58.0 58.4 1.60 57.2 59.4 59.2 57.1 2.26 NS NS NS

Propionate 22.6 21.4 1.36 22.7 20.3 21.6 23.4 1.93 NS NS NS

Butyrate 12.5 13.7 0.43 13.6 13.3 12.6 129 0.61 T NS NS

Iso-Butyrate 0.98 0.87 004 090 096 092 093 0.05 T NS NS

Valerate 3.44 3.75 0.30 3.63 3.27 3.84 3.65 043 NS NS NS

Iso-Valerate 2.40 1.86 0.22 1.95 2.69 1.79 2.10 0.31 T NS NS

Branched chain VFA 2.38 2.74 0.25 2.85 3.64 2.71 3.02 0.35 T NS NS

Acetate to propionate ratio 2.79 2.77 023 258 3.03 294 258 0.32 NS NS NS

@ CS = Corn silage based diet; RS = Ryegrass silage based diet.

® Standard error of the mean.

° Diet = Diet effect; RP = Regepro® dose effect: L = linear, Q = quadratic; NS = not significant; + P < 0.10; **P < 0.01.
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Figure 1. Effect of type of diet and Regepro® dose on acetate to propionate ratio in

continuous culture

The ammonia N concentration (mg/100 mL), and total and ammonia N flow
(g/d) were higher in CS compared to RS diet (P < 0.05), which was expected due
to the higher total CP content of the CS diet (Table 1), and indicated that a higher
amount of protein was degraded to ammonia. The ammonia N concentration was
above the 5 mg/dL (Satter and Slyter, 1974) or 10 mg/dL (Van Soest, 1994)
suggested to be necessary to maintained microbial growth, suggesting that N
availability did not limit microbial activity. However, excess of ammonia N
concentrations may be related with important N losses, resulting in a higher risk

of environmental N pollution (Castillo et al., 2000).

The RP dose reduced ammonia N concentration and flow linearly (P <
0.10). The reduction in ammonia N concentration was more pronounced at
intermediate doses of RP (0.15 and 0.30 g/100 g DM) and for RS diet (Table 4,

Figure 2). There were no effect of diet type or RP dose on dietary or bacterial N
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flows, protein degradation or efficiency of microbial protein synthesis (EMPS),
and results were independent of microbial population estimates used for
calculations (Table 4). Protein degradation was numerically higher in CS
compared to RS diets. The lack of significance may be attributed to the larger

standard error observed for these estimates.

The average reduction of 18% in the ammonia N concentration across both
type of diets at the RP dose 0.3 g RP/100 g DM should be considered a
successful decrease, not only for the magnitude of the reduction, but because no
other negative effects on protein degradation, microbial fermentation profile or
EMPS were observed. This finding suggest that the inclusion of moderate dose
of RP may be related to changes in the deaminative activity, more than a global
decrease in the proteolytic activity or microbial efficiency. This mode of action on
the ammonia N decreases may be different to the other feed additives as
ionophores (Van Nevel and Demeyer, 1988; Russell and Strobel, 1989).
Research to characterize the effect of the ionophore monensin on the N
metabolism showed that a decrease in ammonia N concentration was
accompanied by a decrease in CP degradation and ruminal microbial protein
synthesis both in vitro and in vivo (McGuffey et al., 2001). Yang and Russell
(1993a, b) demonstrated in vivo that the decrease in rumen ammonia N caused
by monensin was associated with a significant decrease in ruminal bacteria that
use amino acids and peptides as an energy source for growth. Finally, it should
be kept in mind that a decrease in the ammonia N concentration observed with
the use of some feed additives or protected protein, ussually occur together with
a negative effect on microbial activity or fermentation profile due to either: a) the
effect of the additive on the other microbial groups involved in energy utilization
(reduction in digestibility), and/or; b) the excessive reduction in ammonia N

concentration below the optimal level, was detrimental to microbial growth.

Chemical composition of LAB and SAB (Table 5) indicates differences in N
and purine content, being higher in LAB compared with SAB. However, the N to

purine ratio was not different between microbial populations.
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Figure 2. Effect of diet type and Regepro® dose on ammonia N concentration in

continuous culture

The TOMD estimate was higher (P < 0.05) and TDMD tended to be higher
(P < 0.10) when SAB instead of LAB were used for calculations, but there were
no effect of using LAB or SAB composition data on the microbial protein
synthesis or EMPS estimates. The OM content was not different between LAB
and SAB, which agree with results of Cecava et al. (1990), who reported that the
OM content of differents bacterial fractions was similar (83% of DM), but disagree
with results of other authors (Olulobobun et al., 1988; Martin et al., 1994;
Rodriguez et al., 2000), who indicated higher OM content in SAB than in LAB.
The higher mean N content and marker concentration in LAB that in SAB
observed in this study were already reported by other authors in several studies
(Martin et al., 1994; Pérez et al., 1998; Yang et al., 2001).
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Table 4. Effect of diet type and Regepro® dose on nitrogen metabolism of ruminal microorganisms in continuous culture

Diet? Regepro® dose Effect (P < )°
ltem CS RS SEM® o 015 030 045 SEM Diet RPL RPQ

NH3; N, mg/100mL 11.4 8.8 0.38 11.1 10.3 9.1 9.9 0.55 * T NS
Total N flow, g/d 3.26 3.14 0.03 321 324 317 317 0.05 * NS NS
NH; NfFlow, g/d 0.35 0.27 001 035 032 028 0.31 0.02 * T NS
NA N flow, g/d 2.90 2.86 0.03 286 292 288 2.86 0.05 NS NS NS
Dietary N flow, g/d

LAB® 1.42 1.44 007 139 148 136 1.50 0.09 NS NS NS

SAB 1.38 1.41 007 137 144 136 144 0.09 NS NS NS
Bacterial N flow, g/d

LAB 1.48 1.42 006 148 144 153 1.36 0.09 NS NS NS

SAB 1.50 1.45 0.07 150 148 152 142 0.09 NS NS NS
Protein degradation, %

LAB 53.1 50.3 235 529 511 544 484 3.32 NS NS NS

SAB 53.8 51.3 246 536 524 540 503 3.48 NS NS NS
EMPS®, g/kg TOMD

LAB 31.0 30.3 112 30.8 303 327 29.0 1.58 NS NS NS

SAB 30.8 30.4 110 30.8 304 317 294 1.56 NS NS NS

@ CS = Corn silage based diet; RS = Ryegrass silage based diet.

® Standard error of the mean.

° Diet = Diet effect; RP = Regepro® dose effect: L = linear, Q = quadratic; NS = not significant; P < 0.10; * P < 0.05; ** P < 0.01.
d Using liquid (LAB) or solid (SAB) associated bacteria.
° Efficiency of microbial protein synthesis (g N/kg true organic matter digested).
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Table 5. Differences between solid and liquid associated bacteria in continuous

culture
Bacteria®
ltem LAB SAB SEM®  Effect® (P <)

Chemical composition

MO, % 85.4 84.8 0.55 NS

Bacterial N, % 8.83 8.53 0.09 b

PB content* 209.7 193.4 6.04 *

N:PB® 23.6 22.7 0.63 NS
Parameter estimates

TDMD', % 51.4 52.3 0.47 t

TOMD?, % 46.6 47.8 0.49 *

Protein degradation, % 51.7 52.7 1.28 NS

Dietary N flow, g/d 1.43 1.40 0.04 NS

Bacterial N flow, g/d 1.45 1.48 0.04 NS

EMPS" 30.7 30.6 0.52 NS

@Mean value for solid (SAB) and liquid (LAB) associated bacteria.

® Standard error of the mean of differences SAB-LAB.

°NS = not significant; T P < 0.10; * P < 0.05; ** P < 0.01.

4Purine bases content (uM/L).

°N:PB = % bacterial nitrogen to purine bases (Adenine+guanine /g DM) content, ratio.
"TDMD = True dry matter digestibility (g N/kg true organic matter digested).

9 TOMD = True organic matter digestibility.

h Efficiency of microbial protein synthesis.

Differences in N and marker concentration between LAB and SAB may
reflect differences in the stage of growth and nutrition of particular bacterial
populations as well as varying bacterial species within different populations
(Czerkawski, 1976; Legay-Carmier and Bauchart, 1989). The N to marker ratio
is an important value required to estimate N microbial metabolism However,
there are very few comparisons of N metabolism estimates using LAB and SAB

composition data. Stern et al (1994), based on some bibliographical data (using
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diaminopimelic acid as microbial marker), showed that EMPS, ruminal protein
degradation and bacterial N flows were aproximately 30% greater using LAB
than using SAB, and indicated that these differences highlight the variation that
can occur from microbial isolation procedures utilized to harvest the bacteria.
Probably, the similar N to microbial marker ratio observed in the present trial
may explain the lack of effect of the microbial population used for calculation on

the N metabolism estimates.

Implications

Diet type had no effect on true DM and fiber digestion. The true DM
digestion tended to be higher in corn silage compared to ryegrass silage based
diet, but the effect was dependent on the microbial population used for
calculations. Corn silage based diet had higher total VFA, and concentrations of
butyrate and branched chain VFA tended to be lower compared with ryegrass
silage based diet. The ammonia N concentration, and total and ammonia N flow
were higher in corn silage compared to ryegrass silage based diet, but was
directly related to the CP content of diets. There were no other effects of diet
type or microbial population used for calculations on the N metabolism
estimates. These differences were independent of intake, dilution rates or pH.
The addition of Regepro® reduced the ammonia N concentration without
changes in CP degradation, microbial protein synthesis, efficiency of microbial
protein synthesis or fermentation profile, suggesting that N utilization was

enhanced by ruminal microorganisms, and rumen N losses were reduced.
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Effects of fiber content and particle size on microbial fermentation and

amino acid flow from microbial origin in a continuous culture system

ABSTRACT: Eight dual-flow continuous culture fermenters (1,320 mL) were
used in two consecutive periods to study the effects of fiber content and particle
size on microbial fermentation and AA flow from microbial origin. Treatments
were arranged in a 2 x 2 factorial, main factors being fiber content (HF: 67%
alfalfa hay, 33% concentrate; LF: 39% alfalfa hay, 61% concentrate) and particle
size (LS: > 3 mm; SS: < 1 mm). Diets (95 g of DM) were fed in four equal portions
throughout the day. Each period consisted of 7 d for adaptation and 3 d for
sampling. The last day of the experiment, liquid (LAB) and solid (SAB) associated
bacteria were isolated from each fermenter for chemical analysis. Microbial N
and AA flows were estimated using LAB or SAB composition data. There were no
effects of fiber content or particle size on true OM, or fiber digestibilities. Total
VFA production was higher (P < 0.05) for LF (122 mM) compared with HF (102
mM). The proportion of acetate was higher for HF (63.5%) compared with LF
(58.2%). When SS was fed instead of LS, there was a reduction (P < 0.05) in the
acetate proportion (63.4 vs 58.3%, respectively) and in the acetate to propionate
ratio (3.13 vs 2.41, respectively). There were no fiber content or particle size
effects on ammonia-N concentration, and on total, ammonia, non-ammonia and
dietary N flows, or on protein degradation, except for bacterial N flow that was
higher, and dietary N flow that was lower in SS compared with LS when LAB
were used for calculations. Efficiency of microbial protein synthesis (EMPS) was
affected by particle size when LAB were used for calculations, and by fiber
content when SAB were used. Fiber content and particle size did not affect the
flow (g/d) of essential, non-essential and most of the individual AA in effluents.
The AA profile of LAB differed from SAB (P < 0.05) in four out of 16 AA. The fiber
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content and particle size had small effects on microbial AA profile and flows.
However, the bacterial AA flow was higher in 13 out of 16 AA, when SAB instead
of LAB were used for calculations. The effects of fiber content and particle size
on fermentation pattern and AA flow and profile were independent of diet, pH,
intake or dilution rates. Estimates of bacterial N flow, EMPS and AA profile and
flows of microbial origin were dependent on the type of microbial population used
for calculations. The representativeness of the microbial samples is essential for

the accurate prediction of the AA flow from microbial origin.

Key words: Fiber, Particle Size, Amino Acids, Rumen

Introduction

Feeding systems for dairy cattle (Rulquin and Vérité, 1993; O"Connor et al.,
1993; NRC, 2001) include the prediction of AA requirements and supply to the
small intestine. Between 50 and 80% of the AA flowing to the small intestine are
of microbial origin (Storm and Jrskov, 1984). There is a considerable evidence
that the chemical composition (Clark et al., 1992; Martin et al., 1994; Pérez et al.,
1998) and the AA profile (Lalles et al., 1992; Martin et al., 1996) of solid (SAB)
and liquid (LAB) associated bacteria differ. Our first objective was to determine
the effect of using LAB or SAB on the estimated flow of AA from microbial origin.
The hypothesis was that if the AA profile of SAB and LAB are different, diets that
would be favourable to the growth of SAB (high fiber and small particle to
increase microbial attachment surface), or LAB (low fiber and large particle to
reduce the microbial attachment surface) will affect the partial contribution of
each bacterial fraction and, therefore, their estimated contribution to the supply of

AA to the small intestine.

A second objective was to study the direct effect of fiber content and
particle size on rumen microbial fermentation. Results from in vivo studies
indicates that as the level of fiber in the diet decreases, ruminal pH, retention

time and fiber digestibility also decreases. However, the reduction of fiber
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digestibility cannot be attributed uniquely to the change in fiber content of the
diet, because the effect are confounded. Similarly, while the reduction in particle
size has been associated with an increase of fiber digestion due to higher surface
for microbial attachment in situ (Nocek and Kohn, 1988), in vivo studies have
reported lower fiber digestion, probably associated with the increase in passage
rate and(or) a reduction in pH due to lower rumination. The isolation of these
main factors independently of other changes in rumen conditions is essential for
mathematical modeling of rumen fermentation. In this context, the use of in vitro
continuous culture system offers the opportunity to change the fiber content or

particle size without affecting intake, pH or dilution rates.

The objective of this research was to study the effects of fiber content and
particle size on ruminal fermentation and nutrient flow, and the profile and flow of
AA from microbial origin using LAB or SAB composition data in a dual flow

continuous culture system.

Materials and Methods
Diets

Four diets for lactating dairy cows were formulated with two levels of fiber
content (HF = 67 to 33; LF = 39 to 61, alfalfa hay to concentrate ratio), and two
fiber particle sizes (Large = LS: > 3 mm; and Small = SS: <1 mm, Table 1). Diets
were the combinations of the two main factors (HFLS = HF and LS; HFSS = HF
and SS; LFLS = LF and LS; LFSS = LF and SS). The fiber source was early
bloom alfalfa hay (Medicago sativa) which stems and leaves were separated.
The leaves were ground at 0.8 mm. The stems were ground through a 3-mm
sieve. The sample retained in a 3-mm sieve was divided in two equal parts. The
first was considered as particle size > 3 mm and the other was ground at 0.8 mm
and totally passed through a 1-mm sieve. This fraction was considered as < 1
mm. This process was conducted to guarantee that the composition of the two
particle sizes of alfalfa stems were similar. The alfalfa hay was reconstituted as

38% leaves and 62% stems (Jarrige et al., 1995).
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Table 1. Ingredients and chemical composition of the diets

Diet?
Item HFLS HFSS LFLS LFSS
Ingredients, % DM
Alfalfa hay
Stem 41.6 41.6 24 1 241
Leaf 25.5 25.5 14.8 14.8
Corn grain, ground 23.9 23.9 47.2 47.2
Soybean meal 7.3 7.3 11.3 11.3
Minerals and vitamins 1.7 1.7 2.3 2.3
Chemical composition, % of DM
DM 92.1 92.4 91.4 91.5
oM 90.6 90.9 92.1 92.5
CP 17.9 17.4 17.5 17.2
NDF 40.1 40.2 28.1 29.6
ADF 24.3 24.7 15.8 16.1
NFCP 31.9 34.0 45.0 44.0

dHFLS = High fiber content, large particle size; HFSS = High fiber content, small particle size;
LFLS = Low fiber content, large particle size; LFSS = Low fiber content, small particle size.
® NFC: non fiber carbohydrates, calculated as 100 - (%CP + %ash + %NDF + %EE).

Continuous Culture System

Eight 1,320-mL dual flow continuous culture fermenters (Hoover et al.,
1976) were used in two consecutive 10-d experimental periods. Fermenters were
inoculated with ruminal fluid strained through 4 layers of cheesecloth taken from
two ruminally cannulated cows fed a 50 to 50 forage to concentrate diet.
Experimental diets were mixed daily and 95 g of DM were fed in four equal
portions throughout the day. Temperature was maintained at 39 °C and pH was
controlled at 6.4 + 0.05 by infusion of 3N HCI or 5N NaOH. The system was well
buffered at pH 6.4, and the average use of HCI or NaOH was of 12.0 and 12.5
mL, respectively. Anaerobic conditions were maintained by infusion of N, at a
rate of 40 mL/min. Artificial saliva (Weller and Pilgrim, 1974) was continuously

infused into flasks and contained 0.187 g/d of non protein nitrogen to simulate
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recycled N. Liquid and solid dilution rates were maintained at 10 and 5%/h,

respectively.

Sample Collection and Bacterial Detachment Procedure

Each experimental period consisted of 7 d for adaptation and 3 d for
sampling. During sampling days, collection vessels were maintained at 4°C to
prevent microbial growth. Solid and liquid effluent content were homogenized for
1 min, and a 500 mL sample was removed via aspiration. Upon completion of
each period, effluents from the three sampling days were composited and mixed
within fermenter. Three subsamples of mixed effluent were taken, two of them
were acidified with either HCI (4 mL effluent in 4 mL 0.2N HCI) or HzPO4 (4 mL
effluent in 1 mL of 0.2% CIHg, 2% H3PO4, and 0.2% 4-methyl valerate) and
frozen until analyzed for ammonia-N (NH3 N) and VFA concentrations,
respectively. A third subsample was taken in triplicate for total N analysis. Two
250-mL portions of each composited sample were freeze-dried, ground through a

1-mm screen and used for DM, ash, NDF, ADF, purine bases and AA analysis.

Solid (SAB) and liquid (LAB) associated bacteria were obtained the last day
of each experimental period. The LAB were obtained by filtration of fermenter
flask contents through two layers of cheesecloth. The solid fraction was washed
with saline solution (0.85% wt/vol NaCl, in a 3 to 1 saline solution to solid fraction
proportion) to remove residual bacteria of the liquid fraction (Olubobokun and
Craig, 1990), and the filtrate was added to the LAB preparation. The filtrate was
centrifuged for 10 min at 1,000 x g to remove feed residues. The supernatant
fraction was centrifuged twice for 20 min at 20,000 x g to isolate LAB, and
washed twice (once with saline solution and another time with distilled water to
reduce mineral contamination of the sample). The final bacterial pellet was

freeze-dried for subsequent analysis.

The SAB were obtained by using a combination of several detachment
procedures (Whitehouse et al., 1994) selected to obtain the maximum

detachment without affecting cell integrity. The fermenter solid residue combined
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with the feed residue pellet obtained in the first centrifugation of the LAB
separation procedure was suspended in a saline solution with 0.1%
metylcellulose (proportion 3 to 1 saline solution to solid-fraction ratio), and
incubated in a shaking water bath at 37°C for 30 min to remove attached bacteria
(Minato and Suto, 1978). After the incubation, samples were refrigerated for 24 h
at 4 °C, and solid residues were agitated for one hour with marbles (30 2-mm and
15 4-mm diameter marbles) to dislodge loosely attached bacteria. Finally, the
solid fraction was filtered through cheesecloth and washed three times with
saline solution. The SAB were obtained by differential centrifugation as in the
LAB isolation procedure. The use of chemical (alcohol, formaldehyde, acids) or
physical (homogenization) treatments (Whitehouse et al., 1994) was avoided to

prevent changes in microbial cell integrity or modification in their AA composition.

Sample Analyses

The DM and ash content in feed, bacteria and effluents, and ether extract in
diets were determined according to AOAC (1990). The NDF and ADF
concentrations in feed and effluents were determined sequentially (Van Soest et
al., 1991). Total N in feed, effluents and bacterial samples were determined by
the Kjeldahl method (AOAC, 1990). The NH3 N was determined by a colorimetric
procedure (Chaney and Marbach, 1962). The VFA concentrations in
deproteinized effluent fluid samples were determined by gas chromatography
(GLC Hewlett Packard, Palo Alto, CA, Jouany, 1982) using 4-methylvaleric as
internal standard. The purine bases (adenine and guanine) in bacteria and
effluent samples were determined by HPLC (Hewlett Packard, Palo Alto, CA)
using allopurinol as internal standard (Balcells et al., 1992). Bacteria (1 mg) and
effluent samples (5 mg) for AA analysis were hydrolyzed with 200 uL of 6 N HCI
at 110°C for 24 h in sealed, evacuated tubes. Stability of methionine residues
was achieved by adding mercaptoethanol as a reducing agent. Derivatization
was conducted with 200 nmol per tube of dabsyl chloride at 70°C for 12 min.
Amino acid analysis was performed by reverse-phase HPLC (Beckmann
instruments, Palo Alto, CA), following the procedure of Vendrell and Avilés
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(1986), and using norleucine as internal standard. A know mixture of AA and a
standard protein (lisozime, L-687, Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) were processed
in duplicate within each run to correct for AA losses during hydrolysis and AA
analysis. Recovery rates were used to correct the AA content of bacteria and

effluents.

Statistical Analyses

Data was analyzed as a completely randomized block design with a 2 x 2
factorial arrangement of treatments (Steel and Torrie, 1988). The model used for

each dependent variable was:

Yiw=p+ B+ Fj+ S+ (FXS)k + €

where p was the mean, B was the period as block, F was the fiber content effect,

S was the particle size effect, and F x S their interaction.

Statistical analysis was conducted using SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC).
Microbial fermentation profile and nutrient flow data were analyzed using the
PROC GLM. Differences among means were tested by Tukey’s multiple
comparison test. The AA profile and flow of SAB and LAB were analyzed as a
paired t-test (Steel and Torrie, 1988) using the PROC MEANS. Differences were
declared at P < 0.05.

Results and Discussion
Chemical Composition of the Diets

Diets were isonitrogenous, and NDF and ADF levels were higher and non
fiber carbohydrates lower in the HF diets compared with the LF diets, as
expected (Table 1). The alfalfa fractionation and particle size reduction did not
affect diet composition. Bowman and Firkins (1993) reported changes in nutrient
composition with changes in feed particle size, which were probably due to the

uneven distribution of small particles. The careful separation of leaves and
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stems, and the complete grinding of well defined stem fractions in the present

experiment prevented these differences from happening.

Because there were no interactions between fiber content and particle size

(P > 0.10), main effects are presented and discussed.

Digestibility Coefficients

Fiber content did not affect true OM and fiber digestion, although it was
numerically higher in LF (Table 2). In contrast, fiber digestion decreased in vivo
as the content of fiber decreased in the diet (Bourquin et al., 1994). In in vivo
conditions, feeding low fiber diets results in a decrease in ruminal pH, and the
cause of the decrease in fiber digestion is confounded between fiber level and pH
(Hoover, 1986). In the present trial, the lack of effect of treatments on fiber
digestion when pH was controlled suggests that the reduction in fiber digestion
observed in vivo was due to changes in pH rather than a direct effect of fiber

content.

Particle size did not affect the true digestion of OM or fiber (Table 2). In
vivo, the reduction in particle size has often been related to a decrease in ruminal
degradation of DM, probably due to a lower retention time of feed particles in the
rumen, or to a decrease in pH (Grant et al., 1990). In contrast, in vitro studies
have shown that a reduction in particle size results in an increase in ruminal
degradation of DM and fiber (Fahey et al., 1993), which was attributed to an
increase in the surface of action for microbial degradation (Bowman and Firkins,
1993), and the prevention of the changes in pH and dilution rates observed in
vivo. In the conditions of the present experiment, it is likely that the control of pH
and dilution rates resulted in no differences in OM and fiber digestion. These
results suggest that most changes observed in vivo on OM and fiber digestion
due to the content of fiber and particle size are mediated through changes in pH
or dilution rates. Therefore, mechanistic models may predict accurately these

effects by proper simulation of pH and dilution rate effects on nutrient digestion.
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Table 2. Effects of fiber content and particle size of the diets on true OM, NDF

and ADF digestion in continuous culture

Fiber content®  Particle size® Effect’ (P <)
Iltem HF LF LS SS SEM° F S
True digestibility®
OM_as, % 44 1 46.2 456 447 3.43 NS NS
OMspg, % 46.6 47.9 476 46.9 4.45 NS NS
Fiber digestibility
NDF, % 279 30.0 316 26.3 8.08 NS NS
ADF, % 26.7 27.6 30.2 240 8.08 NS NS

®HF = High fiber content; LF = Low fiber content.

®LS = Large particle size; SS = Small particle size.

¢ Standard error of the mean.

4 Fiber content (F) and particle size (S) effect: NS = not significant;.

¢ Calculated using compositional data of liquid (LAB) or solid (SAB) associated bacteria.

Effects on Ruminal Fermentation

Volatile Fatty Acid Concentration. Total VFA concentration was higher (P <
0.05) in LF compared with HF (Table 3). In vivo (Bourquin et al., 1994) and in
vitro (Russell, 1998) studies reported that low fiber diets resulted in higher VFA
concentration due to the greater rate of fermentation of starch compared with
fiber. Molar proportion of acetate was higher, and that of branched-chain VFA
lower, in HF compared with LF diets (P < 0.05), and was consistent with previous
reports (Bourquin et al., 1994), as was the trend for lower acetate to propionate
ratio in the LF diets (P < 0.10; Siciliano-Jones and Murphy, 1989; Russell, 1998).

Total VFA concentration was not affected by particle size. However, the
proportion of acetate, and the acetate to propionate ratio was higher in LS, and
the butyrate concentration lower in LS compared with SS (P < 0.05; Table 3).
The increase in the surface for attachment in SS was expected to increase fiber
digestion (Bowman and Firkins, 1993). Because fiber digestion results in an
increase in acetate concentration, there is no obvious explanation for the lower
acetate concentration in SS.
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A reduction in the acetate to propionate ratio is often observed in in vivo
experiments as a result of forage processing (Fahey et al., 1993). This has been
implicated as the reason for the reduction in milk fat percentage often observed
when lactating dairy cattle consume processed forages (Shaver et al., 1986).
However, these observations in vivo are likely indirect effects of changes in pH.
Grant et al. (1990) reported a reduction in the acetate to propionate ratio when
cows were fed small particle forage, but the effect was attributed to the reduction
of pH and the resulting increase in propionate. In the present experiment, the
decrease in the acetate to propionate ratio in SS was due to a decrease in
acetate. It should be noted that the decrease in acetate proportion in SS was
parallel to an increase in the butyrate concentration, suggesting that in SS diets

there was an increase in the conversion of acetate into butyrate.

Table 3. Effects of fiber content and particle size of the diets on volatile fatty

acids in continuous culture

Fiber content®  Particle size® Effect’ (P <)

ltem HF LF LS SS SEM® F S
Total VFA, mM 102.2" 121.6° 1121 1118 8.69 * NS
Individual VFA, %
Acetate 63.5° 583" 63.4° 583 3.71 * *
Propionate 21.5 25.2 22.2 24.5 453 NS NS
Butyrate 10.9 11.8 9.9f 129° 139 NS **
Iso-Butyrate 0.67 0.80 0.79 0.68 0.11 T T
Valerate 2.45 232 248 2.30 0.18 NS T
Iso-Valerate 1.05 1.62° 1.28 1.39 0.41 * NS
Branched-chain VFA 172"  2.42° 2.08 2.07 0.51 * NS
Acetate : Propionate ratio  3.05 249 3.13° 241 0.60 T *

@HF = High fiber content; LF = Low fiber content.

bLS = Large particle size; SS = Small particle size.

¢ Standard error of the mean.

4 Fiber content (F) and particle size (S) effect: NS = not significant; ¥ P < 0.10; * P < 0.05; ** P <
0.01.

¢ "Mean with different superscripts in the same row are different.
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Nitrogen Metabolism. The fiber content and the particle size did not affect
the ammonia-N concentration or the flow of total, ammonia and non-ammonia N
(P > 0.05, Table 4). Dietary and microbial N flow, protein degradation, and the
efficiency of microbial protein synthesis (EMPS) were estimated using the

chemical composition of LAB and SAB independently.

The fiber content did not affect the flow (g/d) of microbial N, and tended (P <
0.10) to reduce dietary N flow and increase dietary CP degradation in HF
compared with LF when SAB were used in calculations. The EMPS was higher
(P < 0.05) in HF compared with LF when SAB were used for calculation.
Although the numerical trends were similar between data obtained using LAB or
SAB, differences were only significant when SAB data were used in calculations.
Many authors (Hvelplund and Madsen, 1985; Rode et al., 1985) reported that
high forage diets fed in vivo result in higher EMPS. In contrast, results of
Bourquin et al. (1994) indicated lower EMPS in vivo when 90 instead of 60%
forage diet was fed. Meng et al. (1999) observed in continuous culture that diets
with high concentration of structural carbohydrates resulted in higher EMPS
compared with diets high in non-structural carbohydrates, and agree with the

results obtained in the present trial.

The reduction in particle size resulted in lower dietary N flow and higher
microbial N flow when LAB composition data were used in calculations (P <
0.05), although these differences did not result in significant differences in dietary
CP degradation. The EMPS was lower in LS compared with SS, although it was
only significant when LAB composition data were used in calculations (P < 0.05,
Table 4). Results from in vivo trials have shown no consistent effects of forage
particle size on the EMPS. Beever et al. (1981) observed no effects of forage
particle size on the EMPS. In contrast, Rode ef al. (1985) found that grinding and
pelleting alfalfa hay resulted in a 15% increase in EMPS in lactating dairy cows,
but the higher EMPS was attributed to a faster solid dilution rate. However, in the
present trial, solid dilution rate was maintained constant. The reduction in particle
size also results in an increase in the surface for microbial attachment and

digestion (Bowman and Firkins, 1993), and may enhance energy availability and
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microbial growth. This may explain the higher EMPS observed in SS compared
with LS, although differences were only significant when LAB composition was

used in calculations.

Table 4. Effects of fiber content and particle size of the diets on nitrogen

metabolism in continuous culture

Fiber content® Particle size” Effect’ (P <)

Item HF LF LS SS SEM° F S

NHs N, mg/100mL 17.8 18.6 18.6 17.8 3.52 NS NS
Total N flow, g/d 3.02 3.01 3.00 3.03 0.13 NS NS

NH3 N flow, g/d 0.56 0.58 0.58 0.56 0.1 NS NS
NAN flow, g/d 2.46 2.43 2.42 2.47 0.13 NS NS
Dietary N flow, g/d

LAB® 1.32 1.42 1.469 1.29" 0.10 NS *

SAB 1.17 1.41 1.35 1.23 0.30 T NS
Bacterial N flow, g/d

LAB 1.13 1.00 0.96" 1.189 0.17 NS *

SAB 1.29 1.02 1.08 1.24 0.26 NS NS
Protein degradation, %

LAB 51.9 46.9 46.7 52.1 717 NS NS

SAB 57.5 47.5 50.7 54.3 10.6 T NS
EMPS', g/lkg TOMD

LAB 30.9 27.5 27.0" 31.3° 3.81 NS *

SAB 33.39 26.8" 28.8 31.3 3.75 * NS

@HF = High fiber content; LF = Low fiber content.

®LS = Large particle size; SS = Small particle size.

° Standard error of the mean.

Fiber (F) and particle size (S) effect: NS = not significant; + P < 0.10; * P < 0.05; ** P < 0.01.
°Liquid (LAB) and solid (SAB) associated bacteria.

fEfficiency of microbial protein synthesis.

9 " Mean with different superscripts in the same row are different.

Chemical composition of LAB and SAB indicates differences in N and
purine concentration, being higher in LAB compared with SAB. However, the N to

purine ratio was not different between microbial populations (Table 5). The higher
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mean N and marker concentration in LAB than in SAB observed in the present
trial have already been reported by others (Olubobokun et al., 1988; Pérez et al.,
1998). The higher marker concentration in LAB might reflect a higher protein
synthesis rate and most probably a higher growth rate than in SAB (Czerkawski,
1986; Legay-Carmier and Bauchard, 1989).

Changes in the purine and N concentrations in LAB and SAB may affect the
magnitude and the significance of the differences in estimates of N metabolism in
fermenters. Although numerical differences between estimates of N metabolism
had the same direction, the magnitude of these differences was higher in SAB
compared with LAB. The standard error of most measurements in SAB was
larger than in LAB, and was probably due to either incomplete or altered recovery
of the microbial population through the bacteria detachment procedures. The
differences observed in microbial composition between LAB and SAB suggest
that many of the estimates of N metabolism changed more due to the microbial
population considered than to the main factors studied. Therefore, the
identification of significant effects depended on the microbial population selected
for calculations. These observations indicate the importance of obtaining

representative samples of the microbial population including the LAB and SAB.

Effects on the Amino Acid Profile and Flow

Total Flow of Amino Acids in Effluents. The fiber content and particle size
did not affect the flow (g/d) of essential (EAA), non-essential (NEAA) and most of
the individual AA (Table 6). Clark et al. (1992) indicated that, because of the
large contribution of microbial protein to the total AA flow, it was difficult to modify
the AA profile in the digesta unless large amounts of ruminal undegradable
protein were fed. In the present study, between 39.7 and 52.4% of the protein
leaving the fermenters was of microbial origin, and diets did not contain
undegradable protein. The flow of Glu and Tyr was higher (P < 0.05) in LF diets,
resulting in a trend for higher NEAA flow in LF compared with HF diets (P <
0.10). The flow of Leu tended to increase (P < 0.10) in LF compared with HF
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diets, and was attributed to the higher Leu content of corn (Rulquin and Vérité,

1993).

Table 5. Chemical composition of solid and liquid associated bacteria in

continuous culture

Bacteria®
ltem LAB SAB SEMP (P<)
Variable
Bacterial N, % 9.37 8.71 0.18 *
PB content® 209.7 188.3 7.70 o
N:PB° 22.28 21.55 0.87 NS
Bacterial N flow' 1.07 1.16 0.06 NS
EMPS? 29.18 30.03 0.17 NS
Amino acid profile, %
Aspartic acid 9.95 10.57 0.20 *
Glutamic acid 8.26 8.40 0.11 NS
Serine 5.84 5.86 0.09 NS
Threonine 6.17 6.10 0.08 NS
Glycine 10.05 10.19 0.31 NS
Alanine 11.34 11.52 0.07 *
Arginine 3.51 3.62 0.04 >
Proline 4.11 4.18 0.07 NS
Valine 5.63 5.53 0.07 NS
Methionine 1.25 1.22 0.04 NS
Isoleucine 4.81 4.65 0.10 NS
Leucine 6.26 6.17 0.06 NS
Phenylalaline 3.50 3.49 0.03 NS
Lysine 12.06 11.34 0.18 e
Histidine 2.53 2.61 0.05 t
Tyrosine 4.41 4.53 0.06 T
EAAIN 45.73 44.75 0.33 o
NEAA' 54.27 55.25 0.33 o

®Liquid (LAB) and solid (SAB) associated bacteria.
® Standard error of the mean of differences between SAB - LAB.

°NS = not significant; T P < 0.10; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.

4Purine bases content (uMI/L).

®N:PB = ratio of bacterial nitrogen to purine bases (Adenine + guanine /g DM).

"Total nitrogen flow of microbial origin, g/d. ° Efficiency of microbial protein synthesis.

'hEssentiaI AA include Thr; Arg; Val; Met; lle; Leu; Phe; Lys; His.
"Non essential AA include Ala; Asp; Glu; Gly; Pro; Ser; Tyr.

126



Capitulo 3

Table 6. Effect of fiber content and particle size of diets on AA flow (g/d) in

continuous culture

Fiber content?® Particle size” Effect? (P <)
Amino acid HF LF LS SS SEM® F S

Aspartic acid 1.94 2.07 2.03 1.97 0.20 NS NS
Glutamic acid 2.20" 2.49° 2.38 231 0.23 * NS
Serine 0.87 0.92 0.90 0.88 0.08 NS NS
Threonine 0.92 0.98 0.96 094 0.09 NS NS
Glycine 0.94 0.97 0.96 095 0.09 NS NS
Alanine 1.32 1.46 1.41 1.38 0.16 NS NS
Arginine 0.92 0.99 0.92 099 0.16 NS NS
Proline 0.70 0.75 0.74 0.72 0.08 NS NS
Valine 1.04 1.13 1.09 1.08 0.11 NS NS
Methionine 0.27 0.28 0.29 026 0.04 NS NS
Isoleucine 0.89 0.96 0.93 093 0.10 NS NS
Leucine 1.41 1.55 1.49 1.47 0.14 T NS
Phenylalanine 0.84 0.88 0.88 0.84 0.09 NS NS
Lysine 0.92 0.95 0.94 092 0.10 NS NS
Histidine 0.29 0.29 0.29 029 0.03 NS NS
Tyrosine 0.66" 0.75° 0.72 0.68 0.06 * NS
EAA® 7.48 8.02 7.80 771 073 NS NS
NEAA' 8.63 9.40 9.14 8.89 0.85 T NS
Total 16.11 17.42 16.94 16.60 1.57 NS NS

®HF = High fiber content; LF = Low fiber content.

®LS = Large particle size; SS = Small particle size.

¢ Standard error of the mean.

?Fiber (F) and particle size (S) effect: NS = not significant; + P < 0.10; * P < 0.05.
° Essential AA include Thr; Arg; Val; Met; lle; Leu; Phe; Lys; His.

"Non essential AA include Ala; Asp; Glu; Gly; Pro; Ser; Tyr.

¥, 2 Mean with different superscripts in the same row are different

Effects on the Amino Acid Profile of Microbial Origin. The AA profile of LAB
and SAB (Table 5) was within the ranges reported by Clark et al. (1992), except
for Ser, Gly, Ala and Lys, that were higher, and Asp, Arg, Glu and Phe that were
lower in both bacterial groups. Between population comparisons indicated that
the concentration of Asp, Ala and Arg was higher (P < 0.05), that of His and Tyr
tended to be higher (P < 0.10), and that of Lys was lower (P < 0.05) in SAB

compared with LAB. However, the numerical differences between microbial
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populations were smaller, and the number of AA that differ fewer than data
reported by Martin et al. (1996), who reported a larger difference in seven out of
11 essential or semi-essential AA depending on the time of sampling (2 vs 23 h
postfeeding), and in six out of 11 AA depending on the type of diet (hay vs hay
and barley).

The fiber content and particle size had a small effect on the profile of
essential AA from LAB and SAB (Table 7). The interaction of fiber content by
particle size was only significant for the proportion of Thr and Lys in LAB. The
proportion (g AA/100g AA) was 5.97, 6.18, 6.41 and 6.11, for Thr, and 11.31,
12.07, 12.72 and 12.12 for Lys in HFLS, HFSS, LFLS, LFSS, respectively.

Results of other AA are presented by main effects.

The AA profile of LAB and SAB were different in HF and LF (P < 0.05) in
five out of 16 AA studied. However, the numerical magnitude of the differences
was small and dependent on the bacterial population considered (Table 7). In
LAB, the profile (g AA/100 g AA) of Asp, Glu and Gly was higher and that of lle
and Lys was lower in HF compared with LF. In SAB, the proportion (g AA/100 g
AA) of lle was lower (P < 0.05) in LF compared with HF. Overall, the proportion
(g AA/100 g AA) of EAA was 2.43% lower (P < 0.10) in HF compared with LF
when LAB was used for calculations. In contrast, the concentration (g AA/100 g
AA) of EAA was not affected by the content of fiber when SAB was used for
calculations. However, these differences in the AA profile were smaller than
those of Hussein et al. (1995), who reported a higher concentration of AA in a
pool of ruminal bacteria (LAB and SAB) in a high forage diet (70% corn silage)

compared with a low forage diet (30% corn silage).

The profile of EAA of bacteria was affected only slightly by forage particle
size. The concentration of Thr and Lys were the only ones affected, and were
higher (P < 0.05) in SAB obtained from LS compared with SS.

The fiber content and particle size had a small effect on the AA profile of
LAB and SAB. Lallés et al. (1992) and Martin et al. (1996) indicated that the AA
composition of ruminal bacteria was a characteristic of each bacterial group and,

therefore, difficult to change by dietary manipulation. Others (Qrskov, 1988;
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Putnam et al., 1997) reached the same conclusion when comparing the AA
profile of LAB and a mixture of LAB and SAB obtained from animals fed different
diets. In contrast, data summarized from literature reports (Storm and drskov,
1984; Clark et al., 1992) and some in vivo trials (Hussein et al., 1995) suggested
that diet may affect the AA profile of ruminal bacteria. However, Clark et al.
(1992) suggested that the differences observed in the AA profile of ruminal
bacteria across different experiments may be related to differences in the
methodologies used for microbial isolation, to the microbial marker used, or to the

method for AA analysis.

Effects on the Amino Acid Flow of Microbial Origin. The flow of AA from

microbial origin was calculated as:
g AA/d = g AA/g DMbact x g bact/d

where g AA/g DM was the AA content expressed in DM basis for LAB and SAB,

and g bact/d was the amount of bacterial DM synthesized daily.

The estimated flow of microbial AA was higher (P < 0.05) for 14 out of 16
AA measured when SAB were used instead of LAB (Table 8). The average
difference was of 15% in the EAA and 19% in the NEAA. Klusmeyer et al. (1991)
also reported differences in the calculated amount of EAA from bacteria passing
to the duodenum when using different bacterial population isolates (mixed, LAB

or SAB), due to differences in the concentration of some AA in bacterial OM.

The proportion of Met and Lys of microbial origin flowing from the
fermenters were close to the optimal level (5 and 15%, for Met and Lys,
respectively) recommended for optimal milk protein productions (Rulquin and
Vérité, 1993; NRC, 2001). However, the estimated proportion changed
depending on the bacterial population used for calculations (4.13 and 4.69% Met
and 17.4 and 16.3% Lys, when using LAB and SAB, respectively).
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Table 7. Effect of fiber content and particle size of the diets on AA profile (g
AA/100 g AA) of liquid and solid associated bacteria in vitro

Fiber content”>  Particle size® Effect’ (P <)
Amino acid? HF LF LS SS SEM'  F S

Aspartic acid, LAB 10.4" 9.5 9.8 10.1  0.53 * NS

SAB 104 10.7 10.5 10.6 043 NS NS

Glutamic acid, LAB 8.4" 8.1 8.3 8.2 0.20 * NS
SAB 8.3 8.5 8.6 8.2 0.33 NS T

Serine, LAB 5.8 5.9 5.8 59 0.30 NS NS

SAB 5.8 59 5.8 59 0.23 NS NS

Threonine, LAB 6.1 6.3 6.2 6.1 0.23 NS NS
SAB 6.1 6.1 6.0' 6.2" 0.15 NS *

Glycine, LAB 10.2" 9.9' 10.1 10.0 0.15 e NS

SAB 10.2 10.1 10.2 10.2 0.19 NS NS

Alanine, LAB 11.4 11.3 114 11.2 0.23 NS NS
SAB 11.5 11.5 11.7 114 0.26 NS T

Arginine, LAB 3.6 34 3.5 35 0.14 T NS

SAB 3.7 3.6 3.6 36 0.12 T NS

Proline, LAB 4.2 4.1 4.2 40 0.25 NS NS

SAB 4.2 4.1 4.2 41 012 T NS

Valine, LAB 5.6 5.6 5.6 57 0.36 NS NS

SAB 5.5 5.5 5.5 55 010 NS NS
Methionine, LAB 1.2 1.3 1.3 1.2 014 NS NS
SAB 1.2 1.2 1.3 1.2 019 NS NS

Isoleucine, LAB 47 49 4.9 4.7 0.21 NS
SAB 48" 4.5 4.5 47 019  * 1

Leucine, LAB 6.2 6.3 6.4 62 0.18 NS t
SAB 6.2 6.1 6.2 6.1 012 NS NS

Phenylalanine, LAB 3.5 3.5 3.5 35 0.10 NS NS
SAB 3.5 3.5 3.5 35 0.08 NS NS

Lysine, LAB 11.77 124" 12.0 12.1 0.60 NS
SAB 11.3 1.3 111" 115 0.37 NS *
Histidine, LAB 2.6 2.5 2.6 25 016 NS NS
SAB 2.7 2.5 2.6 26 022 NS NS
Tyrosine, LAB 4.4 4.4 4.4 44 032 NS NS
SAB 4.5 4.6 4.6 45 020 NS NS
EAA' LAB 45.2 46.3 459 455 013 ¢ NS
SAB 450 445 44 .4 451 0.76 NS NS
NEAA?, LAB 54.8 53.7 54.1 545 113 ¢ NS

SAB 55.0 55.5 55.6 549 0.76 NS NS

@ Amino acid profile (g AA/100g AA) of liquid (LAB) or solid (SAB) associated bacteria.

PHF = High fiber; LF = Low fiber content. °LS = Large particle size; SS = Small particle size.

4 Standard error of the mean.

°Fiber (F) and particle size (S) effect: NS = not significant; + P < 0.10; * P < 0.05; ** P < 0.01; ***
P <0.01.

"Essential AA include Thr, Arg, Val, Met, lle, Leu, Phe, Lys, His.

9Non essential AA include Ala, Asp, Glu, Gly, Pro, Ser, Tyr.

" " Mean with different superscripts in the same row are different
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Table 8. Differences in amino acid flow (g/d) of microbial origin between solid and

liquid associated bacteria in continuous culture

Bacteria®
Amino acid flow, g/d LAB SAB SEM®  Effect® (P<)

Aspartic acid 0.62 0.77 0.05 e
Glutamic acid 0.73 0.86 0.05 *
Serine 0.32 0.37 0.02 >
Threonine 0.39 0.45 0.02 *
Glycine 0.34 0.39 0.02 *
Alanine 0.46 0.55 0.03 *
Arginine 0.33 0.40 0.02 >
Proline 0.20 0.24 0.01 *
Valine 0.46 0.52 0.03 *
Methionine 0.13 0.15 0.01

Isoleucine 0.42 0.47 0.02 *
Leucine 0.49 0.57 0.03 *
Phenylalanine 0.30 0.35 0.02 *
Lysine 0.54 0.59 0.04 NS
Histidine 0.10 0.12 0.01 o
Tyrosine 0.27 0.32 0.02 >
EAA? 3.15 3.62 0.19 *
NEAA° 2.94 3.50 0.19 *
Total 6.10 712 0.38 *

®Liquid (LAB) and solid (SAB) associated bacteria.
® Standard error of the mean of differences between SAB-LAB

°NS = not significant; T P < 0.10; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P.< 0.001.
Essential AA include Thr; Arg; Val; Met; lle; Leu; Phe; Lys; His.

®Non essential AA include Ala; Asp; Glu; Gly; Pro; Ser; Tyr.

The flow of each individual AA of microbial origin depends on the

measurements of AA concentration and the estimated flow of microbial DM.

Therefore, results are largely dependent on the representativeness of the

microbial sample obtained and the accuracy of the analysis of microbial marker

and AA profile. The impact of these errors on the estimation of the supply of AA

of microbial origin to the small intestine is important. Because the differences in

the estimated AA flow of microbial origin (g/d) resulting from the use of LAB or
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SAB were larger than the actual differences in their AA profiles, the estimation of
the microbial contribution to the total protein flow was more determinant to the
error than the differences in the AA composition of the two microbial populations.
These data reinforce the recommendations of Martin et al. (1996) who indicated
the need to improve the accuracy of measuring the total and partial contribution
of each microbial fraction to the total flow of N to the small intestine. Results
indicate that the estimation of the microbial protein synthesis in the rumen and
factors affecting it, and the relative contribution of each microbial population (LAB
and SAB) to the total flow of microbial protein, are essential to improve the
precision of the estimation of the flow of AA of microbial origin to the small

intestine.

The effect of fiber content and particle size on the estimated flow of AA of
microbial origin using LAB and SAB are presented in Table 9. There were no
effects of particle size on bacterial AA flow. The fiber content by particle size
interaction was significant for the estimated flow of Lys (P < 0.05) when LAB was
used for the calculation, being lower in HFLS (0.45 g/d) and LFSS (0.45 g/d )
compared with HFSS (0.78 g/d) and LFLS (0.51 g/d).

The estimated flow (g/d) of Arg, lle and His of bacterial origin was lower in
LF compared with HF when SAB instead of LAB were used for calculations (P <
0.05; Table 9). Total flow of AA (g/d) of microbial origin were lower (P < 0.05) in
LF compared with HF, but differences in individual AA were dependent on the
microbial population used for calculations. Particle size did not affect the

estimated flow of total or individual AA of microbial origin.

The flow of AA of microbial origin was calculated by multiplying bacterial
flow (g/d) by the AA profile (%). Because differences in the AA profile (%)
between LAB and SAB were small, and differences in the estimated flow (g/d) of
AA of microbial origin between LAB and SAB large, it can be concluded that
differences in the estimation of microbial protein flow had a higher impact on the
estimation of the flow of AA of microbial origin than the AA profile. The accurate
estimation of the flow of AA of microbial origin requires the accurate estimation of
the contribution of LAB and SAB to the total N flow to the small intestine.
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Table 9. Effect of fiber content and particle size of diets on the estimated flow of

AA (g/d) of liquid (LAB)and solid (SAB) associated bacteria in vitro.

Fiber content?®

Particle size®

Effect® (P <)

Amino acid HF LF LS SS  SEM‘ F S
Aspartic acid, LAB 0.75 0.51 0.54 0.71 0.22 T NS
SAB  0.93 0.62 0.69 0.86 0.34 NS NS
Glutamic acid, LAB 0.86 0.62 0.66 0.82 0.15 T NS
SAB 1.04 0.70 0.78 0.96 0.37 T NS
Serine, LAB 0.37 028 0.28 0.37 0.10 NS NS
SAB 0.44 0.31 0.32 043 0.14 T NS
Threonine, LAB 045 034 0.35 044 0.13 NS NS
SAB  0.54 0.36 0.39 0.51 0.18 T NS
Glycine, LAB 0.39 029 0.29 0.39 0.12 NS NS
SAB 048 0.31 0.35 044 0.16 T NS
Alanine, LAB 0.54 040 042 0.52 0.15 T NS
SAB 067 044 0.50 0.62 0.23 T NS
Arginine, LAB 0.40 029 0.30 0.38 0.1 T NS
SAB 0.50" 032 035 046 0.16 * NS
Proline, LAB 0.24 0.17 0.18 0.22 0.07 T NS
SAB 029 019 0.21 0.27  0.09 T NS
Valine, LAB 0.53 039 040 0.52 0.16 NS NS
SAB  0.64 0.42 0.46 0.59 0.21 T NS
Methionine, LAB 0.15 0.12 0.12 0.14  0.04 NS NS
SAB 0.18 0.12 0.14 0.16  0.06 T NS
Isoleucine, LAB 047 037 037 047 0.13 NS NS
SAB  0.58" 040  0.41 0.54 0.18 * NS
Leucine, LAB 0.57 042 0.44 0.55 0.16 NS NS
SAB 069 045 0.50 0.64 0.22 T NS
Phenylalanine, LAB 0.35 0.26 0.27 0.33 0.09 NS NS
SAB 043 028 0.31 0.39 0.14 T NS
Lysine, LAB 0.61 048 048 0.62 0.16 NS NS
SAB 073 048 0.52 0.69 0.23 T NS
Histidine, LAB 0.12 0.08 0.09 0.11 0.03 T NS
SAB  0.15" 0.09 0.10 0.14  0.05 * NS
Tyrosine, LAB 0.31 0.23 0.24 0.30 0.10 NS NS
SAB 039 026 0.29 0.36 0.14 T NS
EAAT LAB 3.65 274 282 3.57 1.00 NS NS
SAB 443 289 3.18 413 1.43 T NS
NEAA® LAB 346 249 262 3.33 1.00 T NS
SAB 425 284 314 3.94 1.47 T NS
Total LAB 7.11 524 544 6.90 2.00 T NS
SAB 868 573 6.33 8.07 290 T NS

®HF = High fiber; LF = Low fiber content. °LS = Large particle size; SS = Small particle size.
¢ Standard error of the mean.

° Fiber content (F) and particle size (S) effect; NS = not significant; T P < 0.10; * P < 0.05.
"Essential AA include Thr, Arg, Val, Met, lle, Leu, Phe, Lys, His.
9Non essential AA include Ala, Asp, Glu, Gly, Pro, Ser, Tyr.

" Mean with different superscripts in the same row are different
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Implications

The fiber level and particle size had no effect on OM and fiber digestion.
High fiber diets had lower total VFA, and higher acetate concentrations compared
with low fiber diets. The large particle size diet had higher proportion of acetate
and acetate to propionate ratio, and lower proportion of butyrate compared with
the small size particle diets. These differences were independent of intake,
dilution rates and pH. The effects of fiber content and particle size on microbial
and dietary N flow, protein degradation, and efficiency of microbial protein
synthesis were dependent on the microbial population used for calculations. The
amino acid profile of microbial groups was relatively independent of diet.
However, accurate estimation of microbial N flow and the partial contribution of
each microbial population may affect the estimated flow of amino acids of

microbial origin.

Literature Cited

AOAC. 1990. Official Methods of Analysis. 15" ed. Assoc. Offic. Anal. Chem.,
Arlinton, VA.

Balcells, J. J., J. M. Guada, J. M. Peiro, and D. S. Parker. 1992. Simultaneous
determination of allantoin and oxypurines in biological fluids by high

performance liquid chromatography. J. Chromatogr. 575:153-157.

Beever, D. E., D. F. Osbourn, S. B. Cammel, and R. A. Terry. 1981. The effect of
grinding and pelleting on the digestion of Italian ryegrass and timothy by
sheep. Br. J. Nutr. 46:357-370.

Bourquin, L. D., E. C. Titgemeyer, J. Van Milgen, and G. C. Fahey. 1994. Forage
level and particle size effects on orchadgrass digestion by steers: Il
Ruminal digestion kinetics of cell wall components. J. Anim. Sci. 72:759-
767.

134



Capitulo 3

Bowman, J. G., and J. L. Firkins. 1993. Effects of forage species and particle size
on bacterial cellulolytic activity and colonization in situ. J. Anim. Sci.
71:1623-1633.

Chaney, A. L., and E. P. Marbach. 1962. Modified reagents for determination of

urea and ammonia. Clin. Chem. 8:130-132.

Clark, J. H., T. H. Klusmeyer, and M. R. Cameron. 1992. Microbial protein
synthesis and flows of nitrogen fractions to the duodenum of dairy cows. J.
Anim. Sci. 75:2304-2323.

Czerkawski, J. W. 1986. Degradation of solid feed in the rumen: spatial
distribution of microbial activity and its consequences. Pages 158-172 in
Control of Digestion and Metabolism in Ruminants. L. P. Milligan, W. L.

Grovum, and A. Dobson (eds). Prentice Hall, Englewood Cliffs, NJ.

Fahey, G. C. Jr., L. D. Bourquin, E. C. Titgemeyer, and D. G. Atwell. 1993.
Postharvest treatment of fibrous feedstuffs to improve their nutritive value.
Pages 715-766 in Forage Cell Wall Structure and Digestibility. H. G. Jung,
D. R. Buxton, R. D. Hatfield, and J. Ralph (eds). ASA-CSSA-SSSA,
Madison, WI.

Grant, R. J., V. F. Colenbrander, and D. R. Mertens. 1990. Milk fat depression in
dairy cows: Role of particle size of alfalfa hay. J. Dairy Sci. 73:1823-1833.

Hoover, W. H. 1986. Chemical factors involved in ruminal fiber digestion. J. Dairy
Sci. 69:2755-2766.

Hoover, W. H., P. H. Knowlton, M. D. Stern, and C. J. Sniffen. 1976. Effects of
differential solid-liquid removal rates on fermentation parameters in

continuous culture of rumen contents. J. Anim. Sci. 43:535-542.

Hussein, H. S., N. R. Merchen, and G. C. Fahey Jr. 1995. Composition of ruminal
bacteria harvested from steers as influenced by dietary forage level and fat
supplementation. J. Anim. Sci. 73:2469-2473.

135



Fiber Level and Particle Size

Hvelplund, T., and J. Madsen. 1985. Amino acid passage to the small intestine in
dairy cows compared with estimates of microbial protein and undegraded
dietary protein from analysis on the feed. Acta Agric. Scand. (Suppl). 25:20-
35.

Jarrige R., E. Grenet, C. Demarquilly, and J. M. Besle. 1995. Les constituants de
I'appareil végétatif des plantes fourragéres. Pages 25-81 in Nutrition des
Ruminants Domestiques. R. Jarrige, Y. Ruckebusch, C. Demarquilly, M. H.
Farce, and M. Journet (eds). Institut National de Ila Recherche

Agronomique, Paris.

Jouany, J. P. 1982. Volatile fatty acids and alcohol determination in digestive
contents, silage juice, bacterial cultures and anaerobics fermentor content.
Sci. Aliments 2:131-144.

Klusmeyer, T. H., M. W. Ohl, and J. H. Clark. 1991. Effect of using particle-
associated (PAB), fluid associated (FAB) or mixed rumen bacteria (MB) for

calculating nutrient flow to the duodenum of dairy cows. J. Dairy Sci.
74(Suppl.1):248(Abstr).

Lalles, J. P., C. Poncet, and R. Toullec. 1992. Composition en acides amines des
bactéries libres et des bactéries fixées aux particules alimentaires du
reticulo-rumen du veau sevré et du mouton recevant différentes rations.
Ann. Zootech. 41:75-76.

Legay-Carmier, F., and D. Bauchart. 1989. Distribution of bacteria in the rumen
contents of dairy cows given a diet supplemented with soya-bean oil. Br. J.
Nutr. 61:725-740.

Martin, C., A. G. Wiliams, and B. Michalet-Doreau. 1994. Isolation and
characteristics of the protozoal and bacterial fractions from bovine ruminal
content. J. Anim Sci. 72:2962-2968.

Martin, C., L. Bernard, and B. Michalet-Doreau. 1996. Influence of sampling time
and diet on amino acid composition of protozoa and bacterial fractions from

bovine ruminal contents. J. Anim. Sci. 74:1157-1163.

136



Capitulo 3

Meng, Q., M. S. Kerley, P. A. Ludden, and R. L. Belyea. 1999. Fermentation
substrate and dilution rate interact to affect microbial growth and efficiency.
J. Anim. Sci. 77:206-214.

Minato, H., and T. Suto. 1978. Technique for fractionation of bacteria in rumen
microbial ecosystem. Il. Attachment of bacteria isolated from bovine rumen
to cellulose powder in vitro and elution of bacteria attached thereform. J.
Gen. Appl. Microbiol. 24:1-16.

National Research Council. 2001. Pages 43-104 in Nutrient Requirement of Dairy
Cattle. 7th ed. Natl. Acad.Press, Washington, DC.

Nocek, J. E., and R. A. Kohn. 1988. In situ particle size reduction of alfalfa and
thimothy hay as influenced by form and particle size. J. Dairy Sci. 71:932-
945.

O’Connor, J. D., C. J. Sniffen, D. G. Fox., and W. Chalupa. 1993. A net
carbohydrate and protein system for evaluating cattle diets: IV Predicting

amino acid adequacy. J. Dairy Sci. 71:1298-1311.

Olubobokun, J. A., and W. M. Craig. 1990. Quantity and characteristics of
microorganisms associated with ruminal fluid or particles. J. Anim. Sci.
68:3360-3370.

Olubobokun, J. A., W. M. Craig, and W. A. Nipper. 1988. Characteristics of
protozoal and bacterial fractions from microorganisms associated with
ruminal fluid or particles. J. Anim. Sci. 66:2701-2710.

Jrskov, E. R. 1988. Nutricién proteica de los rumiantes. Editorial Acribia, S. A.

Zaragoza, Espana.

Pérez, J. F., J. Balcells, M. Fondevila, and J. A. Guada. 1998. Composition of
liquid- and particle-associated bacteria and their contribution to the rumen
outflow. Aust. J. Agric. Res. 49:907-914.

137



Fiber Level and Particle Size

Putnam, D. E., C. G. Schwab, M. T. Socha, N. L. Whitehouse, N. A. Kierstead,
and B. D. Garthwaite. 1997. Effect of yeast culture in the diets of early
lactation dairy cows on ruminal fermentation and passage of nitrogen

fractions and amino acids to the small intestine. J. Dairy Sci. 80:374-384.

Rode, L. M., D. C. Weakley, and L. D. Satter. 1985. Effect of forage amount and
particle size in diets of lactating dairy cows on site of digestion and

microbial protein synthesis. Can. J. Anim. Sci. 65:101-111.

Rulquin, H., and R. Vérité. 1993. Amino acid nutrition of dairy cows: productive
effects and animal requirements. Pages 55-77 in Recent Advances in
Animal Nutrition. P. C. Garnsworthy and D. J. A. Cole (eds). Nottingham
University Press, UK.

Russell, J. B. 1998. The importance of pH in the regulation of ruminal acetate to
propionate ratio and methane production in vitro. J. Dairy Sci. 81:3222-
3230.

Shaver, R. D., A. J. Nytes, L. D. Satter, and N. A. Jorgesen. 1986. Influence of
amount of feed intake and forage physical form on digestion and passage of

prebloom alfalfa hay in dairy cows. J. Dairy Sci. 69:1545-1559.

Siciliano-Jones, J., and M. R. Murphy. 1989. Production of volatile fatty acids in
the rumen and caecum-colom of steers as affected by forage:concentrate

and forage physical form. J. Dairy Sci. 72:485-492.

Steel, R. G. D.,, and J. H. Torrie. 1988. Bioestadistica: principios y

prodecimientos. 22 Edicion. McGraw-Hill. Inc. USA.

Storm, E., and E. R. @rskov. 1984. The nutritive value of rumen microorganisms
in ruminant. 4. The limiting amino acids of microbial protein in growing

sheep determined by a new approach. Br. J. Nutr. 52:613-620.

Van Soest, P. J., J. B. Robertson, and B. A. Lewis. 1991. Methods for dietary
fiber, neutral fiber and nonstarch polysaccharides in relation to animal
nutrition. J. Dairy Sci. 74:3588-3597.

138



Capitulo 3

Vendrell, J., and F. X. Avilés. 1986. Complete amino acid analysis of protein by
dabsyl derivatization and reversed-phase liquid chromatography. J.
Chromatogr. 358:401-413.

Weller, R. A., and A. F. Pilgrim. 1974. Passage of protozoa and volatile fatty
acids from the rumen of sheep and from a continuous in vitro fermentation
system. Br. J. Nutr. 32:341-351.

Whitehouse, N. L., V. M. Olson, C. G. Schwab, W. R. Chesbro, K. D.
Cunningham, and K. D. Lycos. 1994. Improved techniques for dissociating
particle-associated mixed ruminal microorganisms from ruminal digesta
solids. J. Anim. Sci. 72:1335-1343.

139



CAPITULO 4

Efecto del pH y la tasa de dilucion sobre el perfil y flujo de aminoacidos de
origen microbiano en un sistema de cultivo continuo

The role of pH and dilution rate on the profile and flow of amino acids of
microbial origin in a continuous culture system



Capitulo 4

The role of pH and dilution rate on the profile and flow of amino acids of

microbial origin in a continuous culture system

ABSTRACT: Eight dual-flow continuous culture fermenters (1,320 mL) were
used in two consecutive 10-d periods to study the effects of pH and solid dilution
rates on microbial fermentation and nutrient flows using liquid (LAB) or solid
(SAB) associated bacteria. Treatments were arranged in a 2 x 2 factorial, being
pH (High = 6.5; Low = 5.5) and solid dilution rate (Slow: 4%/h = SSDR; or Fast:
10%/h = FSDR) the main factors. The liquid dilution rate was 10%/h for all
treatments. Fermenters were fed continuously 80 g DM/d of a 60 to 40 forage to
concentrate ratio diet (17% CP, 29.3% NDF). Each period consisted of 7 d for
adaptation and 3 d for sampling. The last day of the experiment LAB and SAB
were isolated from each fermenter for chemical analysis. True digestibility of DM
and OM were lower at low pH only when SAB were used for calculations. Fiber
digestion was also lower at low pH and FSDR. The VFA production and profile
were affected more by pH than DR. At pH 5.5, the ammonia N concentration and
flow (P < 0.05), and protein degradation (P < 0.10) were lower, and that of dietary
N flow higher (P < 0.10) compared with pH 6.5. The efficiency of microbial protein
synthesis (EMPS) tended (P < 0.10) to be higher at low pH, only when SAB were
used for calculations. The FSDR was characterized by a higher bacterial N flow,
protein degradation and EMPS, and a lower dietary N flow compared with SSDR.
However, results of dietary N flow and protein degradation were different
depending on the bacterial population selected for calculations. To estimate the
contribution of microbial AA to the total AA flow using LAB or SAB, the AA

content of each bacterial isolate was multiplied by the bacterial DM flow
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estimated within each isolate. Solid dilution rate and pH affected (P < 0.05) the
AA profile of LAB and SAB. The pH did not affect the estimated flow of bacterial
AA. The change of solid dilution rate (10 to 4%/h) resulted in differences in the
estimated flow of microbial AA in 11 out of the 16 AA measured. The number of
AA that changed were dependent of the microbial population data used. When
the average across all treatments of the AA content (JAA/100 gAA) or flow (g/d)
of SAB vs LAB were compared, no significant differences were detected, except
for the content of Phe, His, and Tyr. Results demonstrate that dilution rate and
pH affected microbial fermentation profile. However, results were different
depending on the microbial population selected for calculations. The AA content
of SAB and LAB may be different and affected by ruminal fermentation
conditions. However, variation in the estimation of microbial protein synthesis
observed with changes in solid dilution rate has a greater impact than differences

in the AA profile in the estimated microbial AA flow.

Key words: Ruminal pH, Dilution Rate, Bacteria, Amino Acids

Introduction

The supply of large amounts of energy to high producing dairy cows is
achieved by high intake of highly concentrated diets. In this conditions, rumen
passage rates increase and ruminal pH decreases (Faichney, 1993; Sauvant et
al., 1999). These changes may affect ruminal fermentation (Mould et al., 1984;
Shriver et al., 1986; Hoover, 1986) and the flow of total and microbial N to the
small intestine (Sl, Crawford et al., 1980b). The study of the effects of pH or
dilution rates on microbial fermentation and nutrient flow in vivo are often
confounded with changes in intake and type of diets. The in vitro rumen
fermentation simulation systems may provide a valuable tool to study these

effects while maintaining intake and type of diet.

Current feeding systems for dairy cattle include the prediction of AA
requirements and supply to the SI (INRA, 1988; O’Connor et al., 1993; NRC,
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2001). Between 50 to 80% of the AA flowing to the Sl are from microbial origin
(Storm and Orskov, 1983). Although the largest proportion (80%) of the rumen
microbial population is attached to feed particles (Craig et al., 1987; Olubobokun
et al., 1988), most research has been conducted using the microbial population
associated with the liquid fraction (LAB). There is considerable evidence that the
chemical composition (Legay-Carmier and Bauchart, 1989; Martin et al., 1994,
Pérez et al., 1998) and the AA profile (Lallés et al., 1992; Martin et al., 1996;
Yang et al., 2001) of solid (SAB) and LAB differ. These differences may be
responsible for error in the prediction of the flow of bacterial protein and AA.
Therefore, it appears necessary to identify the magnitude of these differences
and its impact on the prediction of the profile and flow of AA of microbial origin to
the Sl. It is likely that fermentation conditions as pH and dilution rate, may affect
the partial contribution of LAB and SAB, and therefore, their estimated

contribution to the supply of nutrients to the SI.

The objective of this experiment was to evaluate the effect of pH and solids
dilution rate on microbial fermentation and the estimation of the AA flow from
microbial origin in continuous culture, using the composition of SAB and LAB.
The hypothesis is that it the AA profile of SAB and LAB are different (Martin et al.,
1996; Rodriguez et al., 2000; Yang et al., 2001), a reduction in solid dilution rate
and pH will reduce the SAB population and, therefore modifying the AA profile

and microbial protein flowing out of the fermenters.

Materials and Methods
Continuous Culture System, Diet and Treatments

Eight 1,320-mL dual flow continuous culture fermenters (Hoover et al.,
1976) were used in two consecutive 10-d periods. Fermenters were inoculated
with rumen fluid strained through four layers of cheesecloth taken from a
ruminally cannulated cow fed a 50 to 50 forage to concentrate diet. The
experimental diet was formulated to meet or exceed NRC (2001) requirement for
lactating diary cows producing 35 kg of milk, and consisted of (DM basis): 59.2%
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alfalfa hay, 24.6% ground corn grain, 6.46% soybean meal, 3.67% corn gluten
feed, 4.6% molasses, 1.46% minerals and vitamins, and contained 17% CP,
29.3% NDF, 20.4% ADF, and 42.8% nonstructural carbohydrate (NSC). A total of
80 g DM/d were fed continuously. Temperature was maintained at 39°C and pH
was controlled by infusion of 3N HCI or 5N NaOH. Anaerobic conditions were
maintained by infusion of N, at a rate of 40 mL/min. Artificial saliva (Weller and
Pilgrim, 1974) was continuously infused into flask and contained 0.187 g/d of non

nitrogen protein to simulate recycled N.

Treatments were arranged as a 2 x 2 factorial, being the pH (High = H, 6.5;
Low = L, 5.5) and solid dilution rate (Slow: 4%/h = SSDR; or Fast: 10%/h =
FSDR) the main factors. Liquid dilution rate was 10%/h for all treatments.
Treatments were the combinations of pH and solid dilution rates: L-SSDR, H-
SSDR, L-FSDR, and H-FSDR, respectively. Treatments were randomly assigned

within period to fermenter units.

Sample Collection and Bacterial Detachment Procedure

Each experimental period consisted of 7 d for adaptation and 3 d for
sampling. During sampling days, collection vessels were maintained at 4°C to
prevent microbial growth. Solid and liquid effluent content were mixed and
homogenized for 1 min, and a 500 mL sample was removed via aspiration. Upon
completion of each period, effluents from the three sampling days were
composited and mixed within fermenter. Three subsamples of mixed effluent
were taken, two of them were acidified with either HCI (4 mL effluent in 4 mL
0.2N HCI) or H3PO4 (4 mL effluent in 1 mL of 0.2% CIHg, 2% H3PO4, and 0.2% 4-
methyl valerate) and frozen until analyzed for ammonia N (NH; N) and volatile
fatty acid (VFA) concentrations, respectively. A third subsample was taken in
triplicate for total N analysis. Two 250-mL portions of each composited sample
were freeze-dried, ground through a 1-mm screen and used for DM, ash, NDF,

ADF, purine bases and AA analysis.
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Solid (SAB) and liquid (LAB) associated bacteria were obtained the last day
of each experimental period. The LAB were obtained by filtration of fermenter
flask contents through two layers of cheesecloth. The solid fraction was washed
with saline solution (0.85% wt/vol NaCl, in a 3 to 1 saline solution to solid fraction
proportion) to remove residual bacteria of the liquid fraction (Olubobokun and
Craig, 1990), and the filtrate was added to the LAB preparation. The filtrate was
centrifuged for 10 min at 1,000 x g to remove feed residues. The supernatant
fraction was centrifuged twice for 20 min at 20,000 x g to isolate LAB, and
washed twice (once with saline solution and a second time with distilled water to
reduce mineral contamination of the sample). The final bacterial pellet was

freeze-dried for subsequent analysis.

The SAB were obtained by using a combination of several detachment
procedures (Whitehouse et al., 1994) selected to obtain the maximum
detachment without affecting cell integrity. The fermenter solid residue combined
with the feed residue pellet obtained in the first centrifugation of the LAB
separation procedure was suspended in a saline solution with 0.1%
methylcelulose (proportion 3 to 1 saline solution to solid-fraction ratio), and
incubated in a shaking water bath at 37°C for 30 min to remove attached bacteria
(Minato and Suto, 1978). After the incubation, samples were refrigerated for 24 h
at 4 °C, and solid residues were agitated for one hour with marbles (30 2-mm and
15 4-mm diameter marbles) to dislodge loosely attached bacteria. Finally, the
solid fraction was filtered through cheesecloth and washed three times with
saline solution. The SAB were obtained by differential centrifugation as in the
LAB isolation procedure. The use of chemical (alcohol, formaldehyde, acids) or
physical (homogenization) treatments (Whitehouse et al., 1994) were avoided to

prevent changes in microbial cell integrity or modification in their AA composition.

Sample Analyses

The DM and ash content in feed, bacteria and effluents, and ether extract in
diets were determined according to AOAC (1990). The NDF and ADF
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concentrations in feed and effluents were determined sequentially (Van Soest et
al., 1991). Total N in feed, effluents and bacterial samples were determined by
the Kjeldahl method (AOAC, 1990). The NH3 N was determined by a colorimetric
procedure (Chaney and Marbach, 1962). The VFA concentrations in
deproteinised effluent fluid samples were determined by gas chromatography
(GLC Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using 4-methylvaleric as internal standard
(Jouany, 1982). Purine bases (adenine and guanine) in bacteria and effluent
samples were determined by HPLC (Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using
allopurinol as internal standard (Balcells et al., 1992). Bacteria (1 mg) and
effluent samples (5 mg) for AA analysis were hydrolyzed with 200 uL of 6 N HCI
at 110°C for 24 h in sealed, evacuated tubes. Stability of methionine residues
was achieved by adding mercaptoethanol as a reducing agent. Derivatization
was conducted with 200 nmol per tube of dabsyl chloride at 70°C for 12 min.
Amino acid analysis was performed by reverse-phase HPLC (Beckmann
instruments, Palo Alto, CA) using norleucine as internal standard (Vendrell and
Avilés, 1986).

Statistical Analyses

Data was analyzed as a completely randomized block design with a
factorial arrangement of treatment (Steel and Torrie, 1988) with the following

model:

Yix=p + Bi + pH; + DR¢ + (pH x DR)i *+ g,

where u was the mean, B was the period as block, pH was the pH effect,
DR was the dilution rate effect, and pH x DR their interaction. Statistical analysis
was conducted using SAS (SAS Inst. Inc.,, Cary, NC., 1988). Microbial
fermentation profile and nutrient flow data were analyzed using the PROC GLM.
Least square mean difference test was used to compare treatments means, and
differences in the AA profile and flow between SAB and LAB were analyzed as a

paired t-test comparison (Steel and Torrie, 1988) using the MEANS procedure.
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Results and Discussion

Because there were no interactions between pH and dilution rate (P > 0.10),

main effect are reported unless otherwise indicated.

Digestibility Coefficients

True DM (TDMD) and OM (TOMD) digestion were higher at pH 6.5
compared with pH 5.5, but differences were only significant when SAB data (P <
0.05) were used for calculations (Table 1). The lack of significance when LAB
were used for calculations was attributed to the larger standard error. There was
essentially no fiber digestion at pH 5.5 compared with pH 6.5 (P < 0.01). True
DM, OM and fiber digestibility were lower than reported in other in vitro studies
when changes in pH were evaluated (Hoover et al., 1982; Shriver et al., 1986;
Calsamiglia et al., 2002). However, the reduction in DM, OM and fiber digestion
at low pH compared with high pH agrees with previous in vitro (Erfle et al., 1982,
Hoover et al., 1984, Shriver et al., 1986) and in vivo (Mould et al., 1984) reports.
This reduction has been attributed to an inhibition of cellulolysis when ruminal pH
drops below 6.0 (Erfle et al., 1982; Mould et al., 1984), probably due to a
reduction in bacterial attachment to feed particles or to a reduction in activity or
numbers of cellulolytic bacteria (Shriver et al., 1986; Russell and Dombroski,
1980; Russell and Wilson, 1996).

There was no effect of solid dilution rate on TDMD and TOMD digestion.
Fiber digestion was lower (P < 0.01) in FSDR compared with SSDR (Table 1).
The increase in the solid dilution rate was expected to decrease DM and fiber
digestibility. Hoover et al. (1982), using a dual flow continuous culture system,
reported a decrease in DM (68.2 to 43.3%), and ADF (50.3 to 13.3%) digestibility
when solid dilution rate increased from 2.5 to 6.25%/h. Similarly, Schadt et al.
(1999), using a similar device, also reported a decrease of digestion coefficients
for DM, NDF, and ADF when solid dilution rate increasing from 3.3 to 10%/h,
using diets that contained soybean meal or alfalfa hay. Although results of the

present trial have the same numerical trends, differences were not always
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significant (P > 0.10). The lower DM and fiber digestion in FSDR is attributed to a
lower exposure time of feed particles for microbial enzymatic attack at faster solid
dilution rates (Hoover et al., 1982, Schadt et al., 1999).

Table 1. Effect of pH and dilution rate on apparent and true DM, OM, NDF and

ADF digestion in continuous culture

pH? DR® Effect” (P <)
Item 5.5 6.5 FSDR SSDR SEM® pH DR
Apparent digestibility
DM, % 40.2 449 39.1 460 1.12 * *
OM, % 279 3238 26.8 339 1.16 * *
True digestibility®
DMuag, % 575 62.2 58.6 61.2 2.01 NS NS
DMsag, % 57.7 63.7 59.7 617 1.34 * NS
OM_ag, % 452 49.0 455 487 1.88 NS NS
OMsas, % 444  50.7 46.3 488 1.40 * NS
Fiber digestibility
NDF, % 25 16.5 2.6 16.3 2.16 ** >
ADF, % -5.5 17.6 28 149 293 o *

 pH = High = 6.5; Low = 5.5.
® DR = dilution rate: FSDR = fast solid dilution rate and SSDR = slow solid dilution rate.
¢ Standard error of the mean.
4 pH and dilution rate effect: NS = not significant; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.

® Using liquid (LAB) or solid (SAB) associated bacteria.

Effects on Ruminal Fermentation

Volatile Fatty Acids Production and Profile. The reduction of pH from 6.5 to
5.5 resulted in a reduction (P < 0.05) in the total production of VFA, the acetate
and the branched-chain VFA proportions, and in the acetate to propionate ratio,
and in an increase in the proportion of propionate (Table 2). The results are
similar to those obtained in in vivo (Lana et al., 1998, Sauvant et al., 1999) and in
vitro (Crawford et al., 1980a, Shriver et al., 1986; Calsamiglia et al., 2002) at
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different pH, and are likely due to a reduction in the cellulolytic activity of rumen
bacteria (Mould et al., 1984; Shriver et al., 1986; Calsamiglia et al., 2002). De
Veth and Kolver (2001) conducted a similar experiment in a continuous culture
system and reported a reduction in total VFA concentration (62.5 vs 40.3 mM),
and in the acetate (38.4 vs 23.9 mM), and propionate (14.6 vs 9.7 mM)
proportions as pH decline from 6.6 to 5.4, but the acetate to propionate ratio was

no affected by changes in pH (2.6 vs 2.8).

The dilution rate affected only the total VFA production, which tended (P <
0.10) to be higher in a SSDR compared FSDR, and the acetate to propionate
ratio, which was higher at SSDR compared with FSDR (P < 0.05). In general, the
VFA production and profile were affected more by pH than by solid dilution rate
(Table 2). These results agree with those of Hoover et al. (1982), who reported
no changes on VFA production and profile when solid dilution rate increased from
2.5 t0 6.25%, and with that of Shriver et al. (1986), who observed no changes on
VFA production or concentration of acetate, propionate and butyrate as a result
of increasing both liquid (from 4 to 16%/h) and solid (from 3.3 to 5.5%/h) dilution
rates. Results of this experiment supports conclusions of Hoover et al. (1982),
who indicated that changes in solid dilution rates alone may not have a major
effect on VFA proportions. The increase in the acetate to propionate ratio
suggest that a slower dilution rate there was more fiber digestion, and therefore,
a higher acetate production.Nitrogen Metabolism. Dietary and microbial N flow,
protein degradation, and the efficiency of microbial protein synthesis (EMPS)
were estimated using the chemical composition of LAB and SAB independently
(Table 3). Ammonia N concentration (mg/dL) and ammonia N flow (g/d)
decreased (P < 0.05) at pH 5.5 compared to 6.5, and resulted in an increase in
the non-ammonia N flow (P < 0.05). Dietary N flow tended to be higher (P < 0.10)
at pH 5.5 compared with pH 6.5, and was consitent with the lower protein
degradation at pH 5.5 (P < 0.10). The effect of pH on dietary N flow and protein
degradation were independent of type of the bacterial group used for
calculations. The EMPS was not affected by pH, although there was a trend for

being higher (P < 0.10) at pH 5.5 when SAB were used for calculations.
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However, this trend was the results of a reduced OM digestion (Table 1) rather

than an increase in the flow of microbial N (Table 3).

The lower ammonia N concentration and protein degradation observed at
pH 5.5 has been frecuently reported by other authors (Hoover et al., 1984;
Shriver et al., 1986; Calsamiglia et al., 2002). However, in all treatments, the
ammonia N concentration was above the 5 mg/dL (Satter and Slyter, 1974) or 10
mg/dL (Van Soest, 1994) suggested to be necessary to maintain microbial

growth, suggesting that N availability did not limit microbial activity.

Table 2. Effect of pH and dilution rate on volatile fatty acid production and profile

by mixed ruminal bacteria in continuous culture

pH® DR® Effect’ (P <)
ltem 55 6.5 FSDR SSDR SEM° pH DR

Total VFA, mM 614 732 641 704 224 * T

Individual VFA, %

Acetate 582 649 613 618 0.82 i NS
Propionate 254 16.8 216 206 0.90 e NS
Butyrate 106 113 112 108 0.31 NS NS
Iso-Butyrate 1.1 1.3 1.2 1.2 0.03 > NS
Valerate 3.5 3.3 3.4 3.4 0.17 NS NS
Iso-Valerate 1.2 24 1.4 2.2 0.35 * NS
Branched-chain VFA 2.3 3.6 2.6 3.4 0.37 * NS

Acetate: propionate ratio 2.3 3.9 3.0 3.2 0.11 rE *

®pH = High = 6.5; Low = 5.5.
® DR = dilution rate: FSDR = fast solid dilution rate and SSDR = slow solid dilution rate.
¢ Standard error of the mean.

4 pH and dilution rate effect: NS = not significant; + P < 0.10; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P <
0.001.

The lower protein degradation observed at low pH conditions may be

related to the reduction in fiber digestibility (Table 1). The fiber associated with
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the protein, may restrict the access of proteolytic bacteria to the protein in feed,
because undigested fiber would limit protease activity (Hoover, 1986; Qrskov,
1988). This hypothesis has been also suggested by Wallace and Cotta (1989),
and supported by recent experimental reports (Devant et al., 2000; Calsamiglia et
al., 2002).

Table 3. Effect of pH and dilution rate on nitrogen metabolism of ruminal bacteria

population in continuous culture

pH? DR® Effect’ (P <)
ltem 5.5 6.5 FSDR SSDR SEM° pH DR
NH3 N, mg/100mL 10.7 17.6 14.2 141 1.29 * NS
Total N flow, g/d 265 264 266 263 0.02 NS NS
NH3; N Flow, g/d 035 056 044 046 0.05 * NS
NA N flow, g/d 229 209 222 216 0.05 * NS
Dietary N flow, g/d
LAB® 1.02 073 076 1.00 0.11 T NS
SAB 1.01 0.75 0.73 1.03 0.09 1 *
Bacterial N flow, g/d
LAB 1.28 1.32 1.46 1.14  0.09 NS *
SAB 1.30 1.32 1.49 1.12 0.06 NS **
Protein degradation, %
LAB 520 655 643 53.1 5.00 T NS
SAB 525 648 659 514 4.14 T *
EMPS', g/kg TOMD
LAB 350 326 389 287 204 NS *
SAB 35,7 325 402 28.0 1.22 T x

@pH = High= 6.5; Low = 5.5.
® DR = dilution rate: FSDR = fast solid dilution rate and SSDR = slow solid dilution rate.

¢ Standard error of the mean.

4pH and dilution rate effect: NS = not significant; + P < 0.10; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P <
0.001.

°Using liquid (LAB) or solid (SAB) associated bacteria.
fEfficiency of microbial protein synthesis.
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The lack of effect of pH on bacterial N flow may be explained by the
combination of a reduced OM digestion (Table 1), and increased EMPS (Table 3)
at pH 5.5 compared to pH 6.5. This lack of effect of pH on bacterial N flow agrees
with results of Calsamiglia et al. (2002), who using a similar system and diet (60
to 40 forage to concentrate) did not observe differences in bacterial N flow when
the pH was reduced from 6.4 to 5.7. In contrast, De Veth and Kolver (2001)
reported that the quantity of microbial N flowing from the continuous culture
system (g/d) increased quadratically from 0.54 g of N/d at pH 5.4 to 0.66 g of N/d
at pH 6.6, with microbial N flow being greatest at pH 5.8 (0.71 g/d) and 6.2 (0.69
g/d). In this case, the increase in microbial N flow was explained as a function of
increased OM digestion and increased EMPS when a high quality pasture

(ryegrass dominant) was fed to fermenters.

The small effect of pH on EMPS agrees with conclusions of Hoover and
Miller (1992), who based on in vitro results indicated that the EMPS was only
depressed when pH decreased below 5.5. Some data obtained from studies
where pH values within the range evaluated in this experiment also indicated that
the EMPS was higher at low pH (Shriver et al., 1986; De Veth and Kolver, 2001),
althought in most cases the numerical differences were not significant
(Calsamiglia et al., 2002).

There were no effects of dilution rate on ammonia N concentration or total,
ammonia and non-ammonia N flows (Table 3). Dietary N flow (g/d) decreased by
29% in FSDR compared with SSDR, when SAB data were used for calculations
(P < 0.05). However, while differences were numerically important (a reduction of
24%), there was no difference in dietary N flow when LAB data were used. The
higher error observed with LAB was probably responsible of lack of statistical
significance. The reduction in dietary N flow corresponded with a higher microbial
N flow (P < 0.05) when using LAB (increase of 28%) or SAB (increase of 33%).
The lower dietary N flow in the FSDR was consitent with a higher protein
degradation, although differences were only significant when SAB were used for
calculations (P < 0.05). The bacterial N flow (g/d) and EMPS (g/kg TOMD) were

152



Capitulo 4

higher at FSDR compared to SSDR, independently of the bacterial population

used for calculations.

As the solid dilution rate is increased, it is expected an increase in dietary N
flow and a decrease in protein degradation (drskov, 1988; Schadt et al., 1999).
However, our results indicate the opposite effect, and there is no obvious
explanation to justify it. The higher bacterial N flow in FSDR compared to SSDR
was mainly attributed to a higher EMPS. Schadt et al. (1999) using a dual
continuous culture system also reported an increase in microbial protein
synthesis with increasing solid dilution rate when alfalfa hay and soybean meal
based diets were used, but the response was the result of the combination of
higher solid dilution rate and higher intake. Results obtained using a single
(Isaacson et al., 1975; Meng et al., 1999) or dual countinuous culture system
(Crawford et al., 1980b; Hoover et al., 1982) indicate that the EMPS is positively

correlated with the increase in the dilution rate.

Purine and N concentration were higher in LAB compared with SAB.
However, the purine to N ratio, the estimated flow of bacterial N and the EMPS
were not different between microbial populations (Table 4). The higher mean N
content and marker concentration in LAB than in SAB observed in this study are
consistent with previous reports (Martin et al., 1994; Pérez et al., 1998; Yang et
al., 2001). Differences in N and marker concentration between LAB and SAB
may reflect differences in the stage of growth and nutrition of particular bacterial
populations as well as varying bacterial species within different populations
(Czerkawski, 1976; Legay-Carmier and Bauchart, 1989).

Due to the differences in microbial composition, many of the estimates of N
metabolism changed more due to the microbial population considered than to the
main factors studied. Therefore, the identification of significant effects is
dependent on the microbial population selected for calculations. These
observations agree with those of Cecava et al. (1990) and Martin et al. (1996),
who suggests that the study of rumen microbial fermentation requires to obtain a
true representative sample of the rumen microbial population. Mechanistic
models need to incorporate the differences in the growth characteristics of
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different microbial populations, and their differences in chemical composition.
However, many current feeding systems ignore these differences (INRA, 1988;
O’Connor et al., 1993; NRC, 2001), and are not included in the model. Evidence
from this trial and others (Martin et al., 1996; Rodriguez et al., 2000; Yang et al.,
2001) demonstrate that there is enough data available to incorporate the
differences in the chemical composition of bacteria into mechanistic models that

already differentiate between microbial populations (O’Connor et al., 1993).

Effects on the Amino Acid Profile and Flow

Total Flow of Amino Acids in Effluents. Neither pH nor the solid dilution rate
affected the flow of total, essential, non-essential or individual AA (Table 5). This
occurred in spite of the differences in the non-ammonia, dietary and bacterial N
flows (Table 3). Only the flow of Met was 17% lower at pH 5.5 compared with pH
6.5 (P < 0.05). This difference was biologically relevant, because Met is a limiting
AA for milk production (NRC, 2001). However, there is no obvious explanation to
justify this change. Calsamiglia et al. (2002), using a similar continuous culture
system, reported differences in effluent flow of Arg, Gly, Leu, Lys and His, but not

in Met, when a similar diet was fermented at pH 6.4 compared with pH 5.7.

Bacterial Amino Acid Profile.

The amino acid profile (QAA/100 gAA) of LAB and SAB (Table 4) were
within the range reported by Clark et al. (1992), except for Gly, Ala, Ser and Lys,
that were higher, and Glu, Arg, lle and Phe that were lower in both bacterial
groups. Between population comparisons indicated that the concentration of Phe
and His was higher (P < 0.05), that of Tyr was lower (P < 0.05), and that of Thr
tended to be lower (P < 0.10) in SAB compared with LAB. However, the
numerical magnitude was lower, and the number of AA were fewer than data
reported by other in vivo studies. Martin et al. (1996) reported differences in 10
AA out of 17 studied between LAB and SAB.
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Table 4. Differences between solid and liquid associated bacteria in continuous

culture.
Item Bacteria” SEMP  Effect® (P <)
LAB SAB
Variable
Bacterial N, % 9.55 8.84 0.10 **
PB content’ 207 193 5.37 *
N:PB® 21.7 21.9 0.50 NS
Bacterial N flow' 1.30 1.31 0.03 NS
EMPS® 33.8 34.1 0.96 NS
Amino acid (gAA/100 gAA)
Aspartic acid 11.26 11.10 0.29 NS
Glutamic acid 8.86 8.87 0.09 NS
Serine 5.64 5.64 0.03 NS
Threonine 5.99 5.90 0.04 T
Glycine 10.05 10.04 0.05 NS
Alanine 12.25 12.31 0.10 NS
Arginine 3.48 3.51 0.02 NS
Proline 4.22 4.29 0.07 NS
Valine 5.06 5.07 0.12 NS
Methionine 1.30 1.26 0.06 NS
Isoleucine 4.08 4.02 0.11 NS
Leucine 5.87 6.01 0.11 NS
Phenylalaline 3.32 3.43 0.04 *
Lysine 11.24 10.94 0.21 NS
Histidine 2.87 2.97 0.04 *
Tyrosine 4.67 4.61 0.08 *
Essential” 43.04 43.14 0.49 NS
Nonessential' 56.96 56.86 0.49 NS

#Mean value for solid (SAB) and liquid (LAB) associated bacteria.

® Standard error of the mean of differences SAB-LAB.

°NS = not significant; * P < 0.05; ** P < 0.01.

4 Purine bases content (uM/L).

°N:PB = % bacterial nitrogen to purine bases (Adenine + guanine ) content, ratio.
"Total nitrogen flow of microbial origin, g/d. ° Efficiency of microbial protein synthesis.
"Include Thr; Arg; Val; Met; lle; Leu; Phe; Lys; His.

"Include Ala; Asp; Glu; Gly; Pro; Ser; Tyr.
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Rodriguez et al. (2001) indicated that the SAB contained more Leu, lle, Lys
and Phe and less Ala, Val and Met than in LAB. Yang et al. (2001) reported
differences in the AA profile between LAB and SAB for most of the AA studied,
with exceptions for Leu and Thr. Limited information in the literature indicates that
differences in AA profiles between LAB and SAB are not always consistent in
number and type of AA (Martin et al., 1996; Rodriguez et al. 2000; Yang et al.,
2001), and our results (Rodriguez, Calsamiglia, and Ferret, unpublished),
including this study, support this observation. From available data, it can be
concluded that major differences in the AA profile of LAB and SAB correspond to
the proportion of Phe (in four out of five studies), and Ala, Met, Lys, and His (in

three out of five studies).

Martin et al. (1996) indicated that the differences in AA content between
LAB and SAB may be attributed at differents techniques used to isolate the
different bacterial fractions, differences in bacterial species present, or most
likely to a higher feed particle contamination in SAB than in LAB. Rodriguez et
al. (2000) and Yang et al. (2001) also suggested that difference could also

reflect different microbial species and stages of growth of rumen bacteria.

The pH affected the AA profile (gAA/100 g AA) of some essential AA (EAA)
of LAB and SAB (Table 6). Bacteria obtained from fermenters maintained at pH
5.5 had lower Thr and higher Arg and His concentrations compared with pH 6.5,
although differences in the total EAA concentrations were not significant. The
content of Ser, Gly, Pro and Tyr also were affected by pH and bacterial group
used for calculations. In LAB, the content of Ser was higher and that of Gly was
lower at pH 5.5 compared with pH 6.5. Whereas in SAB, the content of Ser and
Pro was higher and that of Gly and Tyr was lower at pH 5.5 compared with pH
6.5.

High levels of concentrate in ruminant diets resulting in a reduction in
ruminal pH in vivo (Russell and Wilson, 1996; Sauvant et al., 1999). However,
their effects on the AA profile of bacteria are not known. Yang et al. (2001) used
two levels of forage to concentrate ratio diets (35:65 and 55:45 for low and high,

respectively) in lactating dairy cattle, and observed no major differences in the
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AA profile of LAB and SAB. Only the proportion (mol AA/100 mol AA) of Cys and

Val in bacteria were different between the high and the low forage to concentrate

ratio diets. Results of the present experiment indicate that the content of some

microbial AA may be affected by factors other than the type of diet (i.e. pH).

However, the magnitude of the difference in AA profile between LAB and SAB

with changes in pH was numerically less important.

Table 5. Effect of pH and dilution rate on effluents amino acid flow (g/d) in

continuous culture

Amino acid pH? DR® Effect! (P <)

5.5 6.5 FSDR SSDR SEM° pH DR

Aspartic acid 1.85 1.90 1.88 1.87 0.06 NS NS
Glutamic acid 217 215 222 210 0.08 NS NS
Serine 090 088 090 0.88 0.03 NS NS
Threonine 088 094 090 0.91 0.02 NS NS
Glycine 090 095 0.92 0.92 0.03 NS NS
Alanine 1.22 1.27 1.25 1.24 0.04 NS NS
Arginine 093 092 097 0.88 0.06 NS NS
Proline 075 072 075 072 0.03 NS NS
Valine 0.96 1.01 1.00 097 0.02 NS NS
Methionine 025 030 027 028 0.02 * NS
Isoleucine 0.80 0.80 0.81 0.78 0.02 NS NS
Leucine 1.40 1.31 1.39 1.32 0.06 NS NS
Phenylalaline 0.79 080 0.81 0.78 0.06 NS NS
Lysine 089 084 090 0.88 0.03 NS NS
Histidine 033 032 033 032 0.03 NS NS
Tyrosine 068 069 067 070 0.02 NS NS
Essential® 724 730 740 713 0.02 NS NS
Nonessential’ 8.47 8.57 8.66 843 0.24 NS NS
Total 15.71 15.84 16.00 15.56 0.27 NS NS

®pH = High= 6.5; Low = 5.5.

® DR = dilution rate: FSDR = fast solid dilution rate and SSDR = slow solid dilution rate.

¢ Standard error of the mean.

d pH and dilution rate effect: NS = not significant; * P < 0.05.

®Include Thr; Arg; Val; Met; lle; Leu; Phe; Lys; His.

fInclude Ala; Asp; Glu; Gly; Pro; Ser; Tyr.
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The reduction in the solid dilution rate from 10 to 4%/h also resulted in
changes in some microbial AA profile (Table 6). The AA profile of bacteria
differed in five out of nine EAA when comparing the two solid dilution rates (P <
0.05), although the differences were dependent on the microbial population used
for calculations. In general, the content (gAA/100 gAA) of Arg, Val, lle, and Leu
were higher, but Met was lower, for SSDR than for FSDR in SAB. The higher
difference was observed in the lle content, which was 27.7% higher at FSDR
compared to SSDR. Whereas in LAB, only the lle content differed between FSDR
and SSDR. The higher error in the estimations of LAB was likely responsible for
the lack of significance between treatments, because the numerical differences in
the AA profiles of LAB was very similar when compared with SAB. The total
estimated EAA content were higher in SSDR compared with FSDR fermenters
when SAB instead of LAB were used for calculations.

The reduction in the solid dilution rate has often been associated with an
increase in DM and fiber digestibility (Hoover et al., 1982) and a lower flow and
efficiency of microbial protein synthesis (Hoover and Miller, 1992), which agrees
with our results (Tables 1 and 3). The improvement in the efficiency is related to
the selection of microbial populations with a high replication rate, which results in
a dilution in the maintenance requirements (Owen and Isaacson, 1977). These
same changes are likely reponsible for the changes in the contribution of different
types of bacteria to the flow of microbial protein and, therefore, to the flow of

microbial AA.

Bacterial Amino Acid Flow. The bacterial AA flow was calculated as:
g AA/d = g AA/g DMbact x g bact/d

where g AA/g DM was the AA content expressed in DM basis for LAB and
SAB, and g bact/d was the amount of bacterial DM synthesized daily.
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Table 6. Effect of pH and dilution rate on amino acid profile (g/100g AA) of liquid
and solid associated bacteria in continuous culture.

b c e

5.5 6.5 FSDR SSDR SEM‘ pH DR

Aspartic acid, LAB 11.2 11.3 11.2 1.4 037 NS NS
SAB 10.9 11.2 11.7 10.5 0.26 NS *

Glutamic acid, LAB 8.8 8.9 9.1 8.6 0.16 NS *
SAB 8.9 8.8 9.3 8.4 0.12 NS o

Serine, LAB 5.7 5.6 5.5 57 0.05 *
SAB 5.7 55 5.6 5.7 0.03 o NS
Threonine, LAB 5.7 6.2 5.9 6.0 0.06 o NS
SAB 5.7 6.1 5.9 5.9 0.05 e NS
Glycine, LAB 9.9 10.2 10.0 10.1 0.08 * NS
SAB 9.9 10.2 10.1 9.9 0.05 o bl
Alanine, LAB 12.2 12.3 12.4 12.1 0.13 NS NS
SAB 12.2 12.4 12.7 11.9 0.10 NS fal
Arginine, LAB 3.6 3.3 3.4 3.6 0.06 o NS
SAB 3.7 3.3 3.4 3.6 0.04 o *
Proline, LAB 4.2 4.2 4.3 41 0.1 NS NS
SAB 4.3 4.2 4.3 4.3 0.04 * NS
Valine, LAB 4.9 5.2 5.1 5.0 0.13 NS NS
SAB 5.0 5.2 4.8 5.3 0.10 NS *
Methionine, LAB 1.3 1.3 1.2 1.4 0.07 NS NS
SAB 1.3 1.2 1.2 1.3 0.07 NS NS
Isoleucine, LAB 3.9 4.2 3.7 4.5 0.22 NS *
SAB 3.9 4.2 3.4 4.7 0.18 NS rx
Leucine, LAB 5.9 5.8 5.9 5.9 0.13 NS NS

SAB 6.1 5.9 5.8 6.3 0.09 NS **
Phenylalanine,  LAB 3.3 3.4 3.3 3.3 0.05 NS NS
SAB 3.4 3.4 3.4 3.5 0.04 NS NS

Lysine, LAB 11.4 11.1 11.4 11.1 0.26 NS NS
SAB 11.2 10.7 10.6 11.2  0.20 NS T
Histidine, LAB 3.1 2.6 2.9 29 0.06 o NS
SAB 3.2 2.7 3.1 2.9 0.07 e *
Tyrosine, LAB 4.7 4.6 4.7 4.6 0.09 NS NS
SAB 4.5 4.8 4.6 4.6 0.05 ** NS
Essential’ LAB 431 429 427 433 0.63 NS NS

SAB 43.4 42.8 41.6 446 0.41 NS ol
Non essential® LAB 56.8 571 57.2 56.7 0.63 NS NS
SAB 56.6 57.2 58.3 55.4 0.41 NS ol

 Amino acid profile of liquid (LAB) or solid (SAB) associated bacteria.
®pH = High= 6.5; Low = 5.5.
°DR = dilution rate: FSDR = fast solid dilution rate and SSDR = slow solid dilution rate.
9 Standard error of the mean.
°pH and dilution rate effect: NS = not significant; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.
fInclude Thr; Arg; Val; Met; lle; Leu; Phe; Lys; His.
9Include Ala; Asp; Glu; Gly; Pro; Ser; Tyr.
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There were no differences in the flow of AA from microbial origin between
LAB and SAB (Table 7). The lack of effect in the flow of AA between LAB and
SAB were attributed to the small differences observed in their estimated microbial
protein synthesis and AA profiles (Table 4). Very few comparisons of estimates of
microbial AA flow using LAB or SAB are available in the literature, and available
data did not allow to reach a valid conclusion. Klusmeyer et al. (1991) reported
differences in the calculated amount of EAA from bacteria passing to the
duodenum depending on the bacterial group used in calculations (mixed, LAB
and SAB), and were attributed to differences in the AA profile of the different
bacterial populations. However, results of research conducted in our laboratory
(Rodriguez, Calsamiglia and Ferret, unpublished), indicated large differences in
the flow of AA from of microbial origin (14 out of 16 AA measured) when LAB or
SAB composition data were used, and variation was mainly attributed to
differences in the estimation of microbial protein synthesis using LAB or SAB,
more than changes in their AA profile. On the contrary, results of this experiment
indicate that the estimated flow of microbial AA was independent of the microbial
population used as reference. This inconsistency among results is an indication
of the lack of data in the literature that allows to estimate the amino acid flow of
microbial origin using the composition of LAB and SAB. It also reinforces the
recommendations of Martin et al. (1996), which indicate the need to improve the
accuracy of measuring the total and partial contribution of each microbial fraction
to AA passage to the Sl.

The pH had no effect on the estimated flow of AA (Table 8), and may be
attributed to the lack of effect of pH on the flow of microbial N and on the AA
profile (Tables 3 and 6).

The change of solid dilution rate from 10 to 4%/h resulted in differences in
the estimated flow of AA from microbial origin in 11 out of the 16 AA measured.
The number of AA that changed were dependent of the microbial population used
for calculations. In LAB, the flow (g/d) of Glu, Arg, Val, Met, lle, Leu, Phe, Lys,
His, and Tyr were higher (P < 0.05) and that of Ser, Thr, Gly, and Ala tended to
be higher (P < 0.10) in FSDR compared with SSDR. In SAB, only the flow of Met,
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lle and Lys was higher (P < 0.05), and that of Glu, Arg, Val, Leu, His and Tyr
tended to be higher (P < 0.10) in FSDR compared with SSDR. In general, the
flow of the total, essential (P < 0.05) and non essential (P < 0.10) AA of microbial
origin were higher in FSDR compared with SSDR, when LAB were used for
calculations. When SAB were used, total and essential AA only tended to be
higher (P < 0.10) in FSDR compared with SSDR.

Table 7. Differences in amino acid flow (g/d) of microbial origin between solid and

liquid associated bacteria in continuous culture.

Amino acid flow, g/d Bacteria® b
LAB SAB SEM Effect® ( P<)
Aspartic acid 0.96 1.00 0.05 NS
Glutamic acid 1.24 1.28 0.03 NS
Serine 0.49 0.50 0.01 NS
Threonine 0.59 0.60 0.01 NS
Glycine 0.50 0.50 0.01 NS
Alanine 0.78 0.79 0.02 NS
Arginine 0.57 0.58 0.01 NS
Proline 0.29 0.30 0.01 NS
Valine 0.73 0.74 0.01 NS
Methionine 0.28 0.28 0.01 NS
Isoleucine 0.68 0.68 0.01 NS
Leucine 0.81 0.84 0.02 NS
Phenylalaline 0.47 0.48 0.01 NS
Lysine 0.94 0.94 0.01 NS
Histidine 0.19 0.19 0.01 NS
Tyrosine 0.54 0.54 0.01 NS
Essential® 5.25 5.33 0.09 NS
Nonessential® 4.80 4.90 0.07 NS
Total 10.05 10.24 0.16 NS

®Liquid (LAB) and solid (SAB) associated bacteria

® Standard error of the mean of differences between SAB-LAB

° Differences between SAB-LAB effect for each variable: NS = not significant
Include Thr; Arg; Val; Met; lle; Leu; Phe; Lys; His

®Include Ala; Asp; Glu; Gly; Pro; Ser; Tyr
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Table 8. Effect of pH and dilution rate on amino acid flow (g/d) of liquid and solid
associated bacteria in continuous culture.

pHP DR® Effect® (P <)

Amino acid?

55 65 FSDR SSDR SEM?  pH DR

Aspartic acid, LAB 0.97 0.96 1.04 0.88 0.11 NS NS
SAB 0.99 1.01 110 090 0.13 NS NS

Glutamic acid, LAB 1.21 1.27 1.50 0.98 0.17 NS
SAB 1.27 1.29 1.50 1.05 017 NS ¢

Serine, LAB 048 040 058 040 0.06 NS ¢

SAB 049 050 057 041 0.06 NS NS
Threonine, LAB 0.57  0.61 0.70  0.48 0.08 NS ¢

SAB 058 062 069 051 0.08 NS NS
Glycine, LAB 0.48  0.51 0.59 040 0.06 NS ¢

SAB 0.50 0.51 1.58 043 0.07 NS NS
Alanine, LAB 075 080 093 063 0.1 NS ¢

SAB 0.78 0.80 0.91 0.66 0.11 NS NS
Arginine, LAB 056 058 070 044 0.07 NS

SAB 059 057 069 047 0.07 NS
Proline, LAB 028 030 032 026 0.03 NS

SAB 0.30 030 0.31 0.28 0.03 NS
Valine, LAB 070 075 089 056 0.10 NS

SAB 073 075 088 0.60 0.10 NS
Methionine, LAB 027 028 036 019 0.05 NS

SAB 028 029 036 020 0.04 NS
Isoleucine, LAB 066 069 086 050 0.09 NS

SAB 067 069 085 052 0.09 NS
Leucine, LAB 0.79 0.84 1.00 0.62 0.1 NS

SAB 0.84 083 099 068 0.1 NS
Phenylalanine,  LAB 045 049 057 036 0.06 NS
SAB 049 048 056 040 0.06 NS

L G >(-Z e SR I *ZZ—'— *
w uw

Lysine, LAB 093 0.95 116  0.72 0.14 NS
SAB 094 0.95 1.15 0.73 0.14 NS
Histidine, LAB 0.18 019 023 0.14 0.03 NS
SAB 020 018 022 0.15 0.03 NS
Tyrosine, LAB 054 054 067 041 0.08 NS
SAB 052 056 067 042 0.08 NS
Essential’ LAB 5.11 538 6.47 402 0.72 NS

SAB 5.31 5.35 6.40 426 0.73 NS
Non essential® LAB 4.71 4.89 5.64 3.95 0.61 NS
SAB 4.84 4.96 5.64 416 0.66 NS
Total LAB 9.82 10.27 1211 798 1.33 NS
SAB 10.15 10.32 12.04 843 1.38 NS

—+ *Z—+—+
(0)]

@ Amino acid flow using liquid (LAB) or solid (SAB) associated bacteria.

®pH = High= 6.5; Low = 5.5.

°DR = dilution rate: FSDR = fast solid dilution rate and SSDR = slow solid dilution rate.
4 Standard error of the mean.

°pH and dilution rate effect: NS = not significant; + P < 0.10; * P < 0.05.

"Include Thr; Arg; Val; Met; lle; Leu; Phe; Lys; His.

¢Include Ala; Asp; Glu; Gly; Pro; Ser; Tyr
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The estimated flow of each individual AA of microbial origin is largely
dependent on the measurements of AA concentration (profile) and the estimated
flow of microbial DM (synthesis). Therefore, the larger differences in the microbial
AA flow observed between FSDR and SSDR may be related with differences in
the estimated microbial synthesis (representativeness of the microbial sample
and accuracy of the analysis of microbial marker) more than with differences in
the microbial AA profile (Table 6). Also, the higher bacterial AA flow (total,
essential and non essential) at faster solid dilution was consistent with lower

dietary N flow and higher protein degradation (Table 3).

If results of bacterial AA flows of this experiment are compared with results
of other research conducted in our laboratory (Rodriguez, Calsamiglia and
Ferret, unpublished), where main factors evaluated were fiber level and particle
size, it may be observed that the interpretation of the results change according
the microbial population used for calculations. In this experiment, the AA flow
estimation was higher in FSDR compared to SSDR when LAB were used for
calculation, whereas in the other experiment, the higher microbial AA flow was
obtained in high fiber compared to low fiber diet, when SAB instead of LAB were

used for calculations.

Implications

Low pH and fast solid dilution rate conditions were characterized by lower
DM, OM and fiber digestion. The VFA production and concentration were more
affected by pH than by dilution rate. Low pH conditions, independently of other
factors, caused a reduction in total VFA production, in the acetate and branched-
chain VFA proportion, and in the acetate to propionate ratio, as well and an
increase in propionate proportion. The ammonia N concentration, and ammonia
and non ammonia N flow were affected by pH but not by dilution rate. However,
the effect of pH and dilution rate on microbial and dietary N flow, protein
degradation, and efficiency of microbial protein synthesis were dependent on the

microbial population used for calculations. There were no important changes in
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the profile and estimated flow AA between liquid and solid associated bacteria,
but there were important effects of pH and dilution rate on microbial AA profile,
and of the dilution rate on the estimation of microbial AA flow, althought the
magnitude of these differences were dependent of bacterial group used for

calculations.
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1. El sistema de cultivo continuo de flujo doble

Los experimentos descritos en el presente trabajo formaron parte del
proyecto titulado “Desarrollo de un sistema de cultivo continuo de flujo doble
para el estudio de la fermentacion ruminal: Estudio de los factores que afectan el
flujo de aminoacidos al intestino del rumiante”, financiado por la Comision
Interministerial de Ciencia y Tecnologia (Proyecto AGF97/0444, CICYT). El
desarrollo de este nuevo sistema de estudio permitié el inicio de una nueva linea
de investigacion en el Departament de Ciéncia Animal i dels Aliments de la
Universitat Autonoma de Barcelona, sobre el estudio in vitro de factores que
afectan a la fermentacién microbiana ruminal y al flujo post-ruminal de nutrientes.
Entre los principales objetivos del proyecto estaba el desarrollo y puesta a punto
del sistema. Esta fue la motivacion que condujo a la ejecucion del primer

experimento.

Las técnicas de cultivo continuo constituyen una manera singular, rapida,
econdmica y bastante completa de obtener informacién acerca de cémo un
tratamiento puede afectar o modificar la fermentacion microbiana del rumen. El
sistema ocupa un nicho en el campo de la investigacion que se situa a medio
camino entre los cultivos puros o los cultivos mixtos en sistemas cerrados y los
datos obtenidos in vivo con animales. Los sistemas de cultivo continuo tienen
dos utilidades principales: 1) la valoracion de alimentos y aditivos utilizados en
las dietas de rumiantes; 2) El estudio y cuantificacion del efecto de un
determinado factor (como el tipo de dieta, el pH, la tasa de dilucion,...) de forma
aislada, manteniendo el resto de factores constantes. Este aspecto es relevante
en el desarrollo de modelos mecanisticos donde se requiere cuantificar los
efectos de los distintos factores que describen el comportamiento de una
determinada variable. Estos modelos matematicos permiten integrar el
conocimiento de varios componentes de un sistema para tener una vision global
y comprender su funcionamiento (Dijkstra y Bannink, 2000). En la mayoria de los
casos, los datos utilizados para construir el modelo provienen de experimentos

realizados in vitro o in situ. Una vez que el efecto se conoce o es cuantificado,
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éste puede ser incorporado en las ecuaciones de prediccion para simular el

comportamiento global del sistema.

Uno de los objetivos principales de la presente investigacion fue el estudio
de los factores que afectan al perfil y flujo de aminoacidos de origen microbiano
al intestino delgado de los rumiantes, utilizando muestras bacterianas obtenidas
de las fracciones liquida (BL) y sodlida (BS) del contenido del fermentador. El
sistema de cultivo continuo de flujo doble constituye un modelo ideal para aislar
y estudiar los factores que afectan a la fermentacion ruminal y a la prediccion del

flujo de AA absorbibles en el rumiante.

Los nuevos sistemas de formulacion proteica para el vacuno lechero han
incorporado los conceptos de proteina digestible en el intestino (INRA, 1988) y el
aporte de aminoacidos al intestino delgado del rumiante (O’Connor et al., 1993;
Rulquin y Verité, 1993; NRC, 2001) como criterio de formulacion. La mejora en la
prediccion del flujo de AA en los modelos mecanisticos (O’Connor et al., 1993) y
matematicos (Baldwin y Argyle, 1988) se basa en el aislamiento y cuantificaciéon
de los factores que lo afectan. El flujo total de AA al intestino delgado del
rumiante corresponde a la sumatoria de los AA provenientes de la proteina de la
dieta, la proteina microbiana y los aportes enddégenos (Cecava et al., 1990; Clark
et al., 1992). Numerosos factores pueden afectar y modificar los aportes de cada
una de estas fracciones individuales. Algunos resultados obtenidos in vivo
(McCarthy et al., 1989; Erasmus et al., 1994) indican que el flujo de AA al
intestino delgado puede variar con el tipo de dieta o suplemento proteico
suministrado. Sin embargo, es dificil indicar si dichos cambios ocurren debido al
efecto directo de la dieta o si se producen como consecuencia de los cambios
que ocurren de forma paralela en el medio ruminal (pH, tasa de dilucion, ...).
Ademas, la variabilidad entre animales es usualmente tan elevada que
frecuentemente no es posible llegar a conclusiones claras sobre el efecto de
cada factor de forma individual. En estas situaciones, los sistemas in vitro
constituyen una herramienta valiosa que permite estudiar cada factor de forma

aislada.
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El sistema de cultivo continuo instalado y utilizado en el Departament de
Ciencia Animal i dels Aliments de la Universitat Autonoma de Barcelona,
consiste en ocho fermentadores que fueron modificados a partir del modelo
propuesto por Hoover et al. (1976), y ha sido descrito por Calsamiglia et al.
(2002). Las modificaciones mas relevantes consistieron en la instalacion de un
sistema de control automatizado de temperatura, pH y suministro de alimento. El
control de temperatura se realiza mediante un termopar T y una resistencia
(70W). EIl control de pH se realiza con un pH-metro transmisor y dos mini-
bombas peristalticas que infunden acido o base. El alimento se suministra de
forma semi-continua con un alimentador de pistones. El control de dichos
parametros en las ocho unidades que conforman el sistema de cultivo continuo
se realiza a través de un ordenador y un PLC (Field Point, National Instruments,
USA). La programacion de los controles de temperatura, pH y alimentacion se
realiza a través de un programa informatico LawView (LawView, USA).
Posteriormente se realizaron algunos ajustes adicionales, tales como el cambio
de las aspas del agitador por unas de mayor tamano con el fin de evitar
problemas en el mezclado, con lo cual se redujo el volumen final del fermentador
(de 1,400 a 1,320 mL en promedio) y el tipo de la malla utilizada en la
elaboracion de los filtros (de 100 a 50 mesh), para evitar el taponamiento de los

mismos.

Para el estudio de la fermentacion microbiana y el flujo post-ruminal de
nutrientes, ademas de la puesta a punto del sistema de fermentadores se
pusieron a punto otras técnicas experimentales y de analisis. Entre ellas cabe
destacar las técnicas utilizadas en el procesado y posterior analisis de las
muestras de efluentes y de bacterias, como son el proceso de liofilizacion,
determinacion del contenido en bases puricas, N amoniacal, acidos grasos

volatiles, aminoacidos, etc.

Con la realizacién del primer experimento se pudo, ademas, comprobar la
viabilidad de obtener suficiente muestra de las bacterias asociadas con las
fracciones liquida y solida del contenido del fermentador en cantidad suficiente

(establecida en un minimo de 1 g de MS bacteriana), que permitiese realizar los
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analisis correspondientes: contenido de MS, cenizas, proteina bruta, bases
puricas y perfil de aminoacidos. Para la obtencion de los aislados bacterianos de
la fraccion solida de la digesta se utiliz6 una combinacion de métodos de
separacion basado en los resultados obtenidos por Whitehouse et al. (1994) v,

que se presenta de forma esquematizada en la Figura 1.

Se evitd el uso de agentes quimicos, tales como: formaldehido, tween 80,
metanol, butanol terciario; exposicién a pH bajo; o el uso de tratamientos fisicos
como la homogenizacion vigorosa (Waring blender). Las razones que
prevalecieron en la toma de esta decision fue reducir el riesgo de provocar
cambios en la estructura celular que pudieran ocasionar la ruptura o lisis

bacteriana, con la subsiguiente pérdida de contenido celular.

Whitehouse et al. (1994) basandose en las observaciones de Harold
(1970), sefalaron que el uso de alcoholes puede provocar una desorganizacion
de la estructura de los lipidos de la membrana celular. Ademas, los resultados
obtenidos con fermentadores semi-continuos (Rusitec) por Ranilla et al. (2001)
indican que el porcentaje de desligamiento bacteriano no se incrementé cuando
se comparo el uso de metanol o butanol terciario con respecto al tratamiento
control (combinacion de metilcelulosa, agitacion, cambios de temperatura y pH
bajo). El uso de formaldehido tampoco es recomendable debido a su potencial
efecto sobre la composicién de aminoacidos de las bacterias (Barry, 1976; Stern
et al., 1983; Whitehouse et al., 1994), aunque Broderick y Merchen (1992)
recomiendan su uso para prevenir la lisis celular cuando el aislamiento

bacteriano no se realiza inmediatamente después del muestreo.

También se ha sugerido que la incubacién de los residuos soélidos en
soluciones con pH bajo pueden favorecer el desligamiento de las bacterias
adheridas de la fraccion solida (Smith et al., 1973; Cheng et al., 1980; Shriver et
al., 1986), por lo cual se incluye en los protocolos seguidos por varios autores
(Whitehouse et al., 1994; Ranilla et al.,, 2001). Sin embargo, su uso fue
descartado en el protocolo de los experimentos aqui descritos, por considerar
que podria interferir con los resultados obtenidos, ya que en el Experimento 3 la

reducciéon del pH, aunque moderada, era una de las variables de estudio.
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Figura 1. Procedimiento utilizado para el aislamiento de las bacterias asociadas con las
fracciones liquida y solida del contenido del fermentador.
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2. Coeficientes de digestibilidad

La digestibilidad de las distintas fracciones del alimento (MS, MO vy fibra)
esta influenciada por factores tales como el nivel de ingestion, el nivel de fibra en
la dieta o la relacion forraje:concentrado, el grado de procesamiento o la forma
de presentacion, las pautas de alimentacion, etc. (Fahey et al., 1993; Khorasani
et al., 2001; Yang et al., 2001a). El estudio del efecto que cada uno de esos
factores ejerce sobre la digestibilidad in vivo es dificil de evaluar, ya que la
modificacion de uno de estos factores resulta en otros cambios simultaneos en la
dinamica de la fermentacion ruminal que confunden la interpretacion de los
resultados. Por ejemplo, el aporte de elevadas proporciones de carbohidratos no
estructurales se relaciona normalmente con una menor digestibilidad de la fibra y
una disminucion en el pH ruminal, por lo que el efecto del pH y el tipo de dieta
estan confundidos. Asimismo, otros factores tales como la capacidad
tamponante del rumen, los cambios en la tasa de dilucion, etc. también pueden
provocar efectos confundidos cuando se estudian factores como el tipo de dieta,
la forma de presentacion de la dieta, el pH, etc. sobre la fermentaciéon ruminal.
En estos casos, los experimentos in vitro permiten estudiar y cuantificar dichos

efectos de forma aislada.

En lineas generales, los coeficientes de digestibilidad real de la MS
(DRMS); de la MO (DRMO) y de la fibra (FND, FAD) fueron poco afectados por
el tipo de dieta utilizada (Tabla 2, Exp. 1 y 2). La DRMS, DRMO vy la
digestibilidad de la fibra fue similar en las dietas a base de silo de raygrass (RS)
o de maiz (CS) como fuente de forraje en la dieta (Exp. 1). Estos resultados
contrastan con los obtenidos in vitro por Bernard et al. (2002) quienes
observaron una mayor digestibilidad de la MS in vitro en dietas a base de RS
comparado con dietas a base de CS, debido quizas a la mejor calidad del heno
de RG utilizado en el experimento por estos autores. El ensilado de raygrass se
caracteriza por presentar un mayor rango de valores tanto en la composicion
quimica como en los parametros de degradacion ruminal comparado con en
ensilado de maiz (INRA, 1988). El mayor contenido en fibra en las dietas a base

de RS comparado con las dietas a base de CS (debido a la mayor proporcién de
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carbohidratos no fibrosos) no se relacioné con diferencias en la digestibilidad de
la fibra, lo cual es consistente con las observaciones in vivo de Bernard et al.
(2002), quienes indican que la digestibilidad de la fibra (FND, FAD)
practicamente no se vio afectada por la sustitucion de hasta el 100% del CS por
RS en la dieta.

Otro factor relacionado con la dieta que puede provocar cambios
importantes en la digestibiidad de los nutrientes es Ila relacion
forraje:concentrado. En el Exp. 2 se compararon dos niveles de inclusion de fibra
en la dieta (67 vs 39 % de heno de alfalfa), y se evalu6 el efecto sobre los
coeficientes de digestibilidad (MS, MO, fibra, Tabla 2), manteniendo constante el
resto de factores (pH, tasa de dilucion, nivel de ingestion, ...). Los resultados
observados indican que un incremento del 72% en el nivel de fibra en la dieta no
se correspondido con cambios importantes en la digestibilidad de la MS, MO o
fibra. En estudios realizados in vivo, la inclusibn de grandes cantidades de
concentrado en la dieta se relaciona normalmente, con una disminucién en la
degradabilidad de la fibra (Reynolds et al., 1991). Asi, por ejemplo, Hoover
(1986) senala que, si los niveles de inclusion de carbohidratos no fibrosos en la
dieta son superiores al 30% de la MS de la dieta, la digestion ruminal de la fibra
disminuye. Sin embargo, bajo tales condiciones es dificil determinar si el efecto
es debido a la elevada proporcion de carbohidratos no estructurales per se o si
se produce como consecuencia del incremento en el nivel de ingestion, el
cambio de los ritmos de paso, o la disminucion del pH ruminal. De hecho, Mould
et al. (1983) y Russell (1998b) demostraron que los cambios post-ingestidon
observados en el perfil de fermentacion cuando se incluyeron cantidades
elevadas de concentrado eran debido a la combinacion de los efectos del tipo de
substrato y el pH. Es probable que el mantenimiento constante del pH y la tasa
de dilucién previno cualquier cambio en el patrén de digestion, a pesar de las

diferencias entre las dos dietas utilizadas en el experimento.

La degradacion de los componentes de la dieta es el resultado de la
competicion entre el ritmo de degradacion y el de paso (Tamminga, 1993). La

velocidad de salida de las particulas de alimento desde el rumen esta controlada
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por varios factores fisicos, de los cuales el tamafo de particulas y la gravedad
especifica funcional son los mas importantes (Lechner-Doll et al., 1991). Datos
obtenidos in vitro o in situ indican que la reduccion del tamafio de particula
favorece la digestion de la MS y de la fibra, y el efecto positivo se atribuye a que
una mayor superficie queda expuesta para el ataque microbiano (Fahey et al.,
1993; Bowman y Firkins, 1993). Sin embargo, la mayoria de resultados
obtenidos in vivo indican que la reduccidén del tamano de particula se relaciona
con una disminucion en la digestion de la MS, MO vy fibra. Esta contradiccion se
atribuye a la disminucién del tiempo de permanencia de las particulas en el
rumen (Grant et al., 1990; Fahey et al., 1993) o a la reduccion del pH ruminal
debido a una menor actividad de rumia y de produccion de saliva (Bourquin et
al., 1994). En nuestro caso, la reduccion del tamano de particulas del forraje (=
3mm vs < 1mm, Exp. 2, Tabla 2, Capitulo 3) no provocé cambios importantes en
los coeficientes de digestibilidad, aunque la digestion de la fibra tendié a ser
menor con la disminucién del tamafio de particulas del forraje. Probablemente, al
igual que se observé con el nivel de fibra en la dieta, el control del pH y la tasa

de dilucion (liquidos y sdélidos) previnieron cualquier cambio en la digestibilidad.

El hecho que ni el nivel de fibra en la dieta ni el tamafo de particulas del
forraje afectaran de manera importante a la digestibilidad constituye una
importante observacion para la modelizacidn, ya que sugiere que los cambios en
digestibilidad observada in vivo son consecuencia de los cambios en el medio
ruminal (pH, tasa de dilucién, ...). No obstante, es necesario realizar otros
experimentos similares donde se evaluen otros tipos de dieta o niveles
crecientes de inclusiéon de carbohidratos no estructurales en la dieta, con el fin
de determinar el efecto real de los mismos e incluirlos en las ecuaciones de
prediccion que utilizan los modelos de simulacidn de la respuesta en los

rumiantes, al aporte de nutrientes en la dieta.

Las variaciones en el pH y/o en la tasa de dilucion de la fraccion sdlida de
la digesta tuvieron un impacto mayor en los coeficientes de digestibilidad (DM,
MO vy fibra) que las variaciones en aquellos factores relacionados con la dieta

(Exp. 3, Tabla 1, Capitulo 4). La reduccién del pH de 6.5 a 5.5 y, el aumento en
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la tasa de dilucién de solidos de 4%/h a 10%/h resulté en una disminucién
moderada de la digestion de la MS (DRMS) y de la MO (DRMO), y una
reduccion severa en la digestion de la fibra (FND, FAD). El efecto negativo que
ejerce el pH bajo en la digestion ruminal esta bien establecido y ha sido
observado tanto en experimentos in vivo (Mould et al., 1983) como in vitro
(Hoover et al., 1984; Shriver et al., 1986; De Veth y Kolver, 2001; Calsamiglia et
al., 2002). La reduccion severa en la digestiblidad de la fibra se relaciona,
probablemente, con una menor actividad de las bacterias celuloliticas cuando el
pH es inferior a 6.0 (Erfle et al., 1982; Mould et al., 1983; De Veth y Kolver,
2001). Esta menor actividad celulolitica puede deberse a la reduccién en el
numero o en el ritmo de crecimiento de las bacterias celuloliticas, o con la
pérdida de la capacidad de adherencia de las bacterias a la fibra (Russell y
Dombroski, 1980; Shriver et al., 1986; Russell y Wilson, 1996; Weimer, 1998).
Por otra parte, la menor digestibilidad de la fibra observada cuando la tasa de
dilucién de sélidos aumentd de 4%/h a 10%/h se atribuye al menor tiempo de
exposicion de las particulas del alimento al ataque microbiano cuando disminuyo
el tiempo de retencion de las particulas en el fermentador (Hoover et al., 1982;
Schadt et al., 1999).

En lineas generales y, en base a los resultados observados en los 3
experimentos aqui resefados, se puede concluir que los factores que tuvieron
un mayor impacto negativo en la digestion fueron el pH y la tasa de dilucion, de

los cuales la digestion de la fibra fue el parametro mas afectado.

3. Fermentacion Ruminal

Acidos Grasos Volatiles. La produccion de acidos grasos volatiles (AGV) en
el rumen depende fundamentalmente de la fermentacion de carbohidratos
(estructurales y no estructurales) y se puede expresar como produccién total o
como la concentracion relativa de los AGV individuales, lo cual se conoce

comunmente como el perfil de fermentacion (France y Siddons, 1993).
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La produccién total de AGV vari6 entre 61 y 122 mM, e indica que, tanto la
proporcion como el tipo de carbohidratos aportados difirieron entre las diferentes
dietas utilizadas en los 3 experimentos. A pesar de la amplitud en el rango de
valores observados, éste es bastante similar a los valores encontrados in vivo
bajo condiciones normales de alimentacion (70 y 130 mM, France y Siddons,
1993), y permite afirmar que las condiciones de fermentacion fueron adecuadas.
Sin embargo, es importante resaltar que, en experimentos in vitro, la produccion
total de AGV suele ser mayor que en los experimentos in vivo, ya que en éstos
ultimos una cantidad variable, pero importante, se absorbe a través de la pared
ruminal, dependiendo de factores como el pH, la cantidad y proporcién de AGV
producidos y el flujo sanguineo a través del epitelio ruminal (Van Houtert, 1993,
Van Soest, 1994).

A pesar de la variabilidad observada, la producciéon de AGV fue coherente
con el tipo de dieta suministrada y las condiciones de fermentacion
prevalecientes. Por ejemplo, la mayor produccién de AGV totales (122 mM) se
observdé cuando la dieta suministrada incluyé una elevada proporcion de
carbohidratos fermentables (Exp. 2, Tabla 3). Por el contrario, la menor
produccion total de AGV se observé en el Exp. 3 (61.4 mM Tabla 2, Capitulo 4) y
es coherente con el menor aporte de alimento a los fermentadores (80 g/d)
comparado con los otros dos experimentos (100 y 95 g/d en los Exp. 1y 2,
respectivamente), y las condiciones de pH ruminal bajo. La disminucion en la
cantidad de alimento suministrado en el Exp. 3 fue necesaria para evitar los
problemas de mezclado que se observaron en las pruebas preliminares al

disminuir la tasa de dilucion de sdélidos de 10 a 4%/h.

En cuanto al efecto de los factores principales evaluados en los distintos
experimentos, se puede sefalar que el incremento en la proporcion de
carbohidratos no fibrosos en la dieta (HF vs LF) favorecio la produccion de AGV
(Exp. 2, Tabla 3), dada la mayor fermentabilidad de este tipo de carbohidratos si
se compara con las fuentes de carbohidratos fibrosos. Asimismo, el aporte de

carbohidratos no fibrosos en la dieta se relaciona, normalmente, con una menor
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relacion acetato:propionato (Lana et al., 1998; Russell, 1998b), lo cual fue

evidente en el Exp. 2 (Capitulo 3, Tabla 3).

La reduccion del tamano de particula de la fibra no afecté a la produccion
total de AGV, pero si a la relaciéon acetato:propionato, la cual se redujo al
disminuir el tamafio de particulas de la fibra (Exp. 2, Capitulo 3, Tabla 3). Se ha
establecido que la reduccion del tamafo de particulas in vivo se relaciona con
una disminucién del tiempo de masticacion y de rumia, lo que resulta en una
disminucién del pH ruminal, de la relacion acetato:propionato y del contenido de
grasa en la leche (Grant et al., 1990; Bauchemin et al., 1994). Es decir, existe un
efecto confundido entre un factor relacionado con la dieta y los cambios
paralelos que se suceden en el ambiente ruminal. La disminucién en la relacion
acetato:propionato observado con la reduccion del tamafo de particulas se
produce normalmente, como consecuencia del incremento en la proporcion de
propionato a expensas del acetato (Grant et al., 1990; Van Soest, 1994). Los
resultados observados en el mencionado experimento (Exp. 2) indican que la
reducciéon se debid a la disminucion en la concentracién de acetato, y no como
consecuencia del incremento en la concentracion de propionato (Grant et al.,
1990; Fahey et al., 1993).

Los cambios en el pH y/o en la tasa de dilucién también afectaron a la
produccion y concentracion de AGV. Las variaciones debidas al pH fueron de
mayor magnitud que las debidas a los cambios en la tasa de dilucién de solidos
(Exp. 3, Capitulo 4, Tabla 2), lo cual coincide con las observaciones de otros
autores quienes afirman que variaciones en la tasa de dilucion de soélidos por si
sola (Hoover et al., 1982), o de la tasa de dilucion de sodlidos y liquidos
simultaneamente (Shriver et al., 1986) afectan poco a la produccion total o al
perfil de AGV. No obstante, los resultados observados en el presente
experimento cuando la tasa de dilucion de solidos se redujo de 10 a 4%/h resultd
en un incremento (P < 0.10) del 10% en la produccion total de AGV y de 6.7% en
la relacién acetato:propionato (P < 0.05), sugiriendo que el aumento en el tiempo
de retencion de las particulas en el fermentador permiti6 una mayor degradacion

de los carbohidratos por parte de los microorganismos. Esta mayor actividad
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degradativa se correspondié con una mayor digestion de la MO y de la fibra. La
mayor degradacion de la fibra (P < 0.01) observada con la tasa de dilucién lenta
comparado con la tasa de diluciéon rapida se relaciond con un incremento
numeérico en la cantidad de acetato producido, que explica el incremento en la

relacion acetato: propionato.

La produccion de AGV esta en funcidén del crecimiento microbiano, y se ha
demostrado que, en condiciones de pH bajo, se inhibe el crecimiento de un gran
numero de especies bacterianas, especialmente las celuloliticas (Shriver et al.,
1986; Russell, 1998b), lo cual explicaria la menor produccion de AGV a pH 5.5
comparado con el pH 6.5. Por otro lado, el patron de fermentacion esta
determinado por la composicién de la poblaciéon microbiana, y ésta, a su vez,
depende del tipo de carbohidratos aportado en la dieta (France y Siddons,
1993). Dado lo dificil que resulta separar in vivo los efectos del tipo de substrato
y el pH del medio, los experimentos in vitro constituyen una herramienta muy
valiosa que permite el estudio de ambos factores de forma aislada. Asi por
ejemplo, Russell (1998b) desarroll6 un modelo donde comparoé el efecto del pH y
el tipo de substrato de fermentacién en los cambios observados en la relacion
acetato:propionato. Los resultados obtenidos le permitieron concluir que la dieta
tuvo un impacto mayor en los cambios observados en la relacion
acetato:propionato, y que el efecto del pH permitié explicar sélo un 25% de los

cambios observados en dicha relacion.

Sin embargo, si se analizan de forma conjunta los resultados observados
en los Exp. 2 y 3, donde se evaluaron el efecto del tipo de dieta (Exp. 2) y el pH
de fermentacion (Exp. 3), y se valoran las diferencias observadas en la
concentracion de los principales AGV (Figura 2) y en la relacion
acetato:propionato (Figura 3) entre los dos tratamientos considerados, puede
deducirse que el hecho de mantener el pH de fermentacién a 5.5 en vez de a pH
6.5 produjo una reduccion del 10% en la proporcion molar de acetato, un
incremento de 51% en la proporcion molar de propionato y una reduccion del
41% en la relacién acetato:propionato. Por el contrario, al variar la relacion

forraje:concentrado de 67:33 (dieta HF) a 39:61 (dieta LF), se observé una
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reduccion del 8% en la proporcion molar de acetato, un incremento de 17% en la
proporciéon de propionato y una reduccién del 18% en la relacion
acetato:propionato. A pesar de que en nuestro caso los niveles de inclusién de
forraje y concentrado fueron diferentes a los utilizados por Russell (1998b), quien
comparé los indculos obtenidos de vacas que consumian 100% forraje o una
relacion forraje:concentrado de 10:90, los resultados indican que fue el pH del
medio, y no el tipo de dieta, el factor que mayor impacto tuvo en los cambios
observados en la produccion y perfil de los AGV.

Proporcién de AGV, %

H Acetato Propionato E Butirato

Figura 2. Efecto del pH y del tipo de dieta en la proporcién molar de AGV

acetato:propionato

pH 5.5 pH 6.5 LF HF

Figura 3. Efecto del pH y del tipo de dieta en la relaciéon acetato:propionato
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Metabolismo del Nitrégeno

Concentracion y Flujo de Nitrogeno Amoniacal y No Amoniacal. La
concentracion de amoniaco en el rumen es un indice de referencia de la
disponibilidad de N para la sintesis de proteina microbiana (Wallace y Cotta,
1988; Mackie y White, 1990; Nolan, 1993). Sin embargo, su interpretacién es
compleja, ya que su concentraciéon es el resultado de produccién y utilizacion o
paso del amoniaco en el rumen (Nolan, 1993). Los resultados observados en
cada uno de los experimentos permiten sefialar que el rango de valores para la
concentracion de amoniaco varia entre 8.8 y 18.6 mg/100 mL, dependiendo de
los factores principales evaluados. En ningun caso este valor fue inferior a los 5
mg/100 mL sefialado como la concentracidon minima requerida para maximizar la
sintesis de proteina microbiana en experimentos in vitro (Satter y Slyter, 1974,
Russell y Strobel, 1987).

La concentracion de N amoniacal varié con el contenido de proteina bruta
en la dieta y la inclusion del aditivo Regepro® (Exp. 1, Tabla 4), asi como con el
pH de fermentacion (Exp. 3, Tabla 3). Un menor contenido de proteina bruta en
la dieta (19.3 vs 17.5%, Exp. 1) se correspondié con una reduccién del 22% en
la concentracion y flujo de N amoniacal, sin que se observaran diferencias
importantes en el flujo de N no amoniacal o en la degradacién de la proteina. Por
otra parte, la inclusién del aditivo Regepro® resulté en una reduccién dosis-
dependiente en la concentracibn de amoniaco, observandose una reduccion
maxima del 18% cuando la dosis de Regepro® fue de 0.3 g/100 g MS respecto al
tratamiento control. Al igual que con el tipo de dieta, la disminucion en la
concentracion de amoniaco no afecté de manera significativa al resto de

parametros del metabolismo proteico.

No obstante, el factor que tuvo mayor impacto negativo en la concentracion
de N amoniacal fue la reduccion del pH de fermentacion, observandose un
descenso del 45% cuando el pH se redujo de 6.5 a 5.5. La reduccién en la
concentracion de N amoniacal en condiciones de pH bajo es un efecto

comunmente observado en experimentos in vivo e in vitro (Lana et al., 1998;
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Calsamiglia et al., 2002). Una baja concentracion de amoniaco puede ocurrir
como consecuencia de una menor degradacion de la proteina, por una reducida
actividad desaminativa (Erfle et al., 1982) o también porque una mayor cantidad
de N amoniacal puede ser utilizada para la sintesis de proteina microbiana (Lana
et al., 1998). En nuestro caso, el descenso en la concentracién de N amoniacal
observada a pH 5.5 se debi6 probablemente a una menor degradacioén proteica,
ya que la menor concentracion de amoniaco se correspondié con una menor
digestion de la fibra (Exp. 3, Tabla 1), explicado por el impacto negativo que el
pH bajo ejerce en el crecimiento la poblacion celulolitica (Hoover, 1986; Russell
y Wilson, 1996). Al disminuir la digestion de la fibra, se restringe el acceso de las
bacterias proteoliticas a la proteina unida a la fibra y, por lo tanto, a su
degradacion (Jrskov, 1988; Broderick et al., 1991).

Sintesis y Eficiencia de Sintesis de Proteina Microbiana. La sintesis (g/d) y
la eficiencia de sintesis de proteina microbiana (ESPM, g N bacteriano/kg
MORD) se estimaron mediante el uso de las bases puricas como marcador
microbiano, y con muestras de bacterias obtenidas de las fracciones liquida (BL)
y solida (BS) del fermentador. El rango de valores medios para la sintesis de
proteina microbiana (g N microbiano/d) vari6é, segun los distintos factores
principales considerados, entre 0.96 y 1.53 g/d cuando se utilizé6 BL y entre 1.02
y 1.52 g/d cuando se utilizé BS en los calculos. El aporte medio de proteina
microbiana respecto al flujo total de N no amoniacal fue del 51.0% cuando se
utilizé BL (rango 39.7 y 65.8%) y del 52.6% cuando se utilizé BS en los calculos
(rango 42.0 y 67.1%), respectivamente. Estos porcentajes fueron inferiores al
59% senalado por Clark et al. (1992) como valor medio obtenido de datos
bibliograficos en el vacuno lechero in vivo. Por otra parte, el valor medio de todos
los experimentos para la eficiencia de sintesis de proteina microbiana fue de
31.1 g N/kgMORD cuando se utilizo6 BL (rango 19.4 — 46.7) y de 314 ¢
N/kgMORD cuando se utilizé BS en los calculos (rango 26.8 — 40.2). La amplitud
del rango de valores confirma la variabilidad de este parametro (Stern y Hoover,

1979; Stokes et al., 1991), y cuestiona el uso de un valor constante de ESPM

185



Andlisis y Discusion General

por parte de la mayoria de los sistemas de racionamiento para el vacuno lechero
(AFRC, 1993; INRA, 1988; NRC, 2001).

Cuando se evalu6 el efecto de los distintos factores principales en la
sintesis de proteina microbiana, se pudo constatar que la disminucién del
tamafo de particulas del forraje (= 3 mm vs < 1mm; Exp. 2, Tabla 4) o el
incremento en la tasa de dilucion de sdlidos (de 4 a 10%/h; Exp. 3, Tabla 3) se
relacionaron con una mayor sintesis de proteina microbiana. El efecto positivo
de la reduccidn del tamano de particulas puede estar relacionado con el
incremento en la superficie expuesta para el ataque microbiano (Bowman vy
Firkins, 1993), con lo cual hay un aumento de la disponibilidad de energia que
favorece el crecimiento microbiano. La mayor sintesis de proteina microbiana
observada con una mayor tasa de dilucion de solidos se atribuye a la seleccion
de especies microbianas de rapido crecimiento (Crawford et al., 1980) y/o a la
reduccion en las necesidades de mantenimiento debido a un menor reciclaje de

la proteina microbiana sintetizada (Dijkstra et al., 1998).

Un aspecto que merece la pena resaltar fueron las diferencias en cuanto a
la magnitud del efecto o la interpretacion de los resultados segun el tipo de
poblacion bacteriana considerada en los calculos. Asi, por ejemplo, las
diferencias observadas en la sintesis de proteina microbiana con la variacion del
tamano de particulas del forraje fueron significativas sélo cuando BL en vez de
BS se utilizaron en los calculos. Mientras que las diferencias debidas a los
cambios en la tasa de dilucion de sdlidos, aunque se observaron con ambas
poblaciones, la magnitud de la diferencia fue mayor con BS que con BL. Dicho
efecto podria explicarse por un mayor error estandar de dichas estimaciones, ya
que tanto la diferencia numérica como la tendencia observada fueron similares

entre tratamientos.

Por su parte, la ESPM fue distinta en funcion del nivel de fibra y el tamafio
de sus particulas (Exp.2; Tabla 4), asi como el pH y la tasa de dilucion de sélidos
(Exp. 3; Tabla 3). Los mayores valores de ESPM correspondieron al nivel alto de
fibra en la dieta (67 vs 39% heno de alfalfa), el tamafo de particulas pequefio

(£1Tmm vs =23mm), el pH de fermentacién bajo (5.5 vs 6.5) y la tasa de dilucién de
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sélidos rapida (4 vs 10%/h). La mayor ESPM observada con dietas a base de
forrajes coincide con las observaciones de experimentos in vivo (Rode et al.,
1985; Demeyer y Van Nevel, 1986; Archimede et al., 1997), y se atribuye a las
menores necesidades de mantenimiento de las bacterias que fermentan
carbohidratos estructurales comparado con las que fermentan carbohidratos no
estructurales (Russell et al., 1992). Las razones que explican la mayor ESPM
con el menor tamafno de particulas y mayor tasa de dilucion de sélidos son las
mismas que explican el incremento en la sintesis de proteina microbiana, y que
fueron expuestas anteriormente. Ademas, el aumento en la ESPM observada a
pH bajo se debid a la reduccion de la cantidad de MORD y no al aumento en la

sintesis de proteina microbiana.

De forma similar a lo observado con la sintesis de proteina microbiana, las
diferencias o la magnitud del efecto de los distintos factores principales
considerados sobre la ESPM fueron, en la mayoria de los casos, dependientes
de la poblacion bacteriana utilizada como referencia en los calculos. Este hecho
destaca la importancia de la representatividad de las muestras de bacterias que

se utilizan como referencia en la estimacion de la sintesis y la ESPM.

Ademas de evaluar el efecto de los distintos factores principales
considerados, se intentd establecer algun tipo de asociacién entre variables que
pudieran explicar las diferencias observadas en la cantidad de proteina
microbiana sintetizada mediante analisis de correlacién (r) y de regresion simple
(r?). Dado que la sintesis de proteina microbiana depende, fundamentalmente,
de la disponibilidad de energia y de N para el crecimiento de los
microorganismos (Hoover y Stokes, 1991; Clark et al., 1992), las variables
seleccionadas fueron la concentracion de N amoniacal (como indice de
disponibilidad de N, Figura 4) y la cantidad de MORD (como indice de
disponibilidad de energia, Figura 5).

Cuando se analizaron de forma conjunta los datos de los 3 experimentos
(n=56), donde la concentracion de amoniaco vario entre 3.6 y 24.1 mg/100 mL,
se observd una relacion negativa entre la concentracion de N amoniacal y la

cantidad de proteina microbiana sintetizada, aunque el grado de asociacion

187



Andlisis y Discusion General

entre variables difirié con el tipo de poblacion microbiana utilizada en los calculos
(BL: r = -0.53, r’= 0.28; BS: r = -0.42, r* = 0.18, Figura 4). Se observé una
tendencia similar cuando se analiz6 cada uno de los experimentos por separado
(datos no mostrados). Estos resultados permiten concluir que un incremento en
la concentracion de N amoniacal no se relaciona necesariamente con un
incremento en la sintesis de proteina microbiana. Es posible que si la
concentracion de N amoniacal es superior al valor minimo limitante de 2 — 5
mg/dL (Satter y Slyter, 1974), otros factores nutritivos son mas determinantes
para la sintesis de proteina microbiana. La concentracibn de amoniaco como
parametro unico quizas no describa adecuadamente el aporte de precursores
para la sintesis de proteina microbiana, sobretodo si consideramos que los
microorganismos pueden utilizar otras fuentes de N como son los AA y péptidos
(Cotta y Russell, 1982; Broderick et al., 1991) para sintetizar proteina
microbiana. De hecho, Hoover y Stokes (1991), en su articulo de revisidon
concluyeron que tanto la sintesis como la ESPM se incrementan en respuesta al
aumento en la cantidad de proteina degradable. Se estima que entre un 20 y un
40% de la proteina que se degrada en el rumen es utilizada en forma de

péptidos y AA libres por los microorganismos (Baldwin y Allison, 1983).
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yeL 1.7596 - 0.0338x, r’= 0.28

2.00 -

1.50 -

OBL

1.00 ¢ BS

proteina microbiana (g/d)

yas 1.7167 - 0.0279x, r°= 0.18
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0 5 10 15 20 25 30
N NH3 (mg/100 mL)

Figura 4. Relacién entre la concentracién de N amoniacal y la
sintesis de proteina microbiana
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Clark et al. (1992) afirmaron que si la concentracion de amoniaco excede
de los 2 — 5 mg/100 mL, el flujo de N microbiano se correlaciona mas con la
cantidad de MORD que con la concentracién de amoniaco en el liquido ruminal.
Sin embargo, los datos aqui presentados no permiten confirmar esta
observacion (Figura 5), ya que la MORD tuvo un coeficiente de correlacion con
la sintesis de proteina microbiana inferior que con la concentracion de N
amoniacal. Los resultados solo permiten indicar la existencia de una relacion
positiva entre la MORD vy la sintesis de proteina microbiana, ya que la
correlacion fue significativa al utilizar BL (P = 0.021) y se observo una tendencia
cuando se utilizé BS (P = 0.09). Sin embargo, al igual que para la concentracion
de amoniaco, el grado de asociacion entre variables difiri6 con el tipo de
poblacion bacteriana considerada, obteniéndose un mejor ajuste cuando se
utilizé BL (r? = 0.18) comparado con BS (r* = 0.05) como fraccién bacteriana de

referencia en los calculos.
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Figura 5. Relacion entre la cantidad de MORD vy la sintesis de proteina
microbiana

Dado que con ninguna de las dos variables se obtuvo un adecuado ajuste

de la regresion, se decidid incluir otras variables relacionadas con el aporte de

189



Andlisis y Discusion General

energia o de N en el andlisis. Para ello, se seleccionaron la cantidad de proteina
degradada en rumen (g/d) y de fibra (gFND/d) como variables de prediccion
(Figuras 6 y 7). Como puede observarse, la mejor prediccion de la sintesis de
proteina microbiana se obtuvo cuando se utilizo la proteina degradable y no la
concentracion de N amoniacal, como variable de prediccion independiente. En
este caso se observd una menor dispersion de los datos a lo largo de la recta de
regresion. Sin embargo, y al igual que con las variables anteriores, el grado de
asociacién vario segun el tipo de poblacién bacteriana utilizada en los calculos.
En este caso el mejor ajuste se obtuvo cuando se utilizé BS (r*=0.72) en vez de

BL (r*=0.66) como poblacion bacteriana de referencia.
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yg = 0.282 + 0.095x; r* = 0.66
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Figura 6. Relacion entre la cantidad de proteina bruta degradada y la
sintesis de proteina microbiana

Esta observacion sugiere que los péptidos y AA, ademas del amoniaco
cumplen un papel importante en la sintesis de proteina microbiana, y coincide
con las observaciones de otros experimentos donde se indica que los AA y
especialmente los péptidos son estimulantes del crecimiento de los
microorganismos cuando se utilizan fuentes de energia de fermentacion rapida y
en grandes cantidades (Cotta y Russell, 1982; Argyle y Baldwin, 1989; Cruz-Soto
et al., 1994; Russell, 1998a). De hecho, el aporte de péptidos y AA es tomado en
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cuenta por el CNCPS (Russell et al., 1992), al considerar que las bacterias que
fermentan carbohidratos no estructurales pueden utilizar hasta un 66% del N en

forma de péptidos y AA cuando hay disponibilidad de éstos en el medio.
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Figura 7.  Relacion entre la cantidad de FND digerida y la sintesis de
proteina microbiana

La digestion de la fibra también proporciond informacién interesante, ya
que contrario a lo esperado, se observo una relacion negativa con la sintesis de
proteina microbiana. A pesar de resultar significativa en el modelo de regresion,
los coeficientes de regresion y determinacion fueron también bajos (Figura 7). Es
importante senalar que los valores de digestibilidad de la fibra fueron los que
presentaron mayores desviaciones en relaciéon con los valores observados en
otros experimentos similares realizados en cultivo continuo (Hoover et al., 1982,
1984; Calsamiglia et al., 2002). En el Exp. 3, cuando se consideraron valores
extremos de pH (pH 5.5) y tasa de dilucion rapida (10%/h) se observaron valores
negativos para la digestion de la FND, los cuales fueron excluidos del analisis

por no tener sentido biolégico. Contrario a lo esperado para esta variable, el
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grado de asociacién con otras variables fue mayor cuando BL (r? = 0.10) en vez

de BS (r* = 0.07) se utilizé como poblacion bacteriana de referencia.

Finalmente se realizd un analisis de regresion lineal multiple, tomando en
cuenta las cuatro variables antes indicadas. Para ello se realizé un analisis de
regresion paso a paso, utilizando el procedimiento STEPWISE del SAS (SAS
Inst. Inc., Cary, NC, 1988), cuyos resultados se presentan en la Tabla 1. Pese al
pequeio numero de observaciones utilizadas para generar dichas ecuaciones, lo

que limita su generalizacién, las ecuaciones resultan de gran interés practico.

Tabla 1. Relacion entre algunas variables y la estimacion de la sintesis de

proteina microbiana (g/d) utilizando BL y BS como referencia

Intercepto”  Coeficientes de regresion®  r?
Variables independientes®
a b C d

BL
PBD 0.244 0.097 0.676
PBD N NH3 0.678 0.084 -0.022 0.782
PBD N NH3 FNDD 0.819 0.083 -0.020 -0.020 0.829

BS
PBD 0.285 0.095 0.730
PBD N NH3 0.610 0.088 -0.018 0.804
PBD N NH3 FNDD 0.728 0.087 -0.017 -0.018 0.839

*kk *kk *kk *kk

°: PBD= cantidad de PB degradable; N NH3 = concentracién de N amoniacal; FNDD = cantidad
de FND digerido.

.+ P<0.05; *** P <0.001.
9 y=a+bx+cy+dz.
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Como se indico anteriormente, la degradacién de la proteina constituyo el
mejor estimador lineal simple de la sintesis de proteina microbiana. Al incluir
ademas la concentracion de N amoniacal como variable de prediccion produjo
un incremento notable del coeficiente de regresion. En el analisis de regresion
lineal multiple, la variable MORD no entré en el modelo, ya que no alcanzé el
nivel minimo de significacion exigido por el modelo de regresion (establecido en
0.15). La digestion de la fibra si fue incorporada en el modelo de prediccion, pero
la mejora obtenida en el coeficiente de regresion con su inclusion fue de menor
magnitud si se compara con la mejora observada con la inclusion de la

concentracion de N amoniacal como variable de prediccién (Tabla 1).

4. Perfil y flujo de aminoacidos de origen microbiano.

La proteina microbiana sintetizada en el rumen representa una proporcion
importante de los AA absorbibles que llegan al intestino delgado y son, ademas,
de alto valor biolégico para el rumiante (Stern et al., 1994; Hoover y Miller, 1996).
En dietas convencionales, la proteina microbiana proporciona entre el 40 y el
90% de los AA que fluyen al intestino delgado (Russell et al., 1992). Por ello, los
sistemas actuales de formulacion proteica para el vacuno lechero incluyen los
aportes de proteina en términos de aminoacidos microbianos en sus modelos de
prediccion (O'Connor et al., 1993; Rulquin y Vérité, 1993; Lescoat y Sauvant,
1995; NRC, 2001). Sin embargo, en la mayoria de ellos se asume que el perfil
de AA de las bacterias es constante (O'Connor et al.,, 1993; Rulquin y Vérité,
1993; Lescoat y Sauvant, 1995).

A partir de los datos publicados por Clark et al. (1992) se origind6 una
polémica sobre la validez de asumir que el perfil de AA de la proteina microbiana
es constante, sobre todo porque datos posteriores han corroborado no sélo la
existencia de dicha variacion, sino que ademas han permitido detectar
diferencias importantes en el perfil de AA entre BL y BS (Lalles et al., 1992;
Martin et al., 1996; Rodriguez et al., 2000; Yang et al., 2001b). A pesar de ello, la

mayoria de sistemas de formulacion proteica que incluyen el concepto de AA
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disponibles como criterio de formulacion no consideran la posibilidad de que el
perfil de AA difiera entre BL y BS. Asi, por ejemplo, en el Sistema Francés
(Rulquin y Vérité, 1993; Rulquin et al., 1998) para valorar el aporte de AA
provenientes de la proteina microbiana se utiliza el perfil de AA de las bacterias
aisladas de la fraccion liquida, el cual proviene de datos bibliograficos (promedio
de 66 publicaciones). Por su parte en el CNCPS (O’Connor et al., 1993), donde
también se discrimina el aporte de AA de origen microbiano, se utiliza
igualmente el perfil de AA de las bacterias asociadas con la fraccion liquida.
Aunque en este caso la composicion puede variar segun el perfil y la
digestibilidad intestinal de los AA provenientes de la pared celular y del
citoplasma microbiano. En consecuencia, el uso del perfil de AA de las bacterias
aisladas de la fraccion liquida del rumen como una muestra representativa del

total de la materia microbiana es muy cuestionable.

Dicho planteamiento constituyé uno de los principales argumentos para la
formulacién de los objetivos de este trabajo. El mismo se baso en la premisa que
al modificar ciertos factores capaces de provocar cambios en la contribucion
parcial de las bacterias asociadas con las fracciones liquida y soélida del
contenido ruminal (BL y BS) pueden alterar el perfil y/o el flujo de AA de origen
microbiano que fluyen al tracto digestivo inferior. Entre ellos se incluyen el nivel
de fibra y el tamafio de sus particulas (por sus efectos sobre la poblacion
adherida a la fraccion solida) o los cambios en las condiciones de fermentacion

(pH y/o la tasa de dilucion), por sus efectos sobre el crecimiento microbiano.

Tomando en cuenta los resultados de los experimentos aqui descritos se
puede afirmar que el perfil de AAE difirid poco entre BL y BS. Aunque el perfil de
ciertos AA difirié cuando se utilizé BS o BL como poblacion de referencia en los
célculos, dichas diferencias fueron biolégicamente poco importantes (Tabla 2 de
este capitulo). Si se consideran ademas los valores absolutos del perfil de AAE y
se comparan con los datos bibliograficos, podemos senalar que aunque no
siempre estuvieron dentro del rango de valores, el perfil de AAE de las bacterias
resulté bastante similar al mismo. Ademas, se puede observar que, a pesar de lo

limitado de los datos disponibles, el contenido en AAE de BL y BS se encuentra
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en un rango bastante estrecho. Cuando se compard con el rango de valores
publicado por Clark et al. (1992), datos provenientes en su mayoria de aislados
bacterianos obtenidos de la fraccidon liquida, la desviacion fue aun de menor
magnitud. Quizas fueron relevantes los valores excepcionalmente altos para el
contenido de Lys observado en nuestros experimentos, cuando se compard con
el perfil de AAE de bacterias obtenidas de la fraccion liquida (Clark et al., 1992) o
de ambas fracciones (Lallés et al., 1992; Martin et al., 1996; Rodriguez et al.,
2000; Yang et al., 2001b).

Tabla 2. Perfil de AA esenciales (% del total de AA) en bacterias asociadas a las

fracciones liquida y sdlida de la digesta. Datos bibliograficos y experimentales

GB? Aminoacidos Esenciales

Thr Arg Val Met lle Leu Phe Lys His

BL,Exp.2 6.17 351° 563 125 481 626 350 12.06° 2.53¢
BS,Exp.2 6.10 362 553 122 465 617 349 11.34° 261
BL,Exp.3 5.99¢ 348 506 130 4.08 587 3.32° 1124 287°

BS,Exp.3 5.90" 3.51 5.07 1.26 4.02 6.01 3.43Y 1094 2.97°

Media”° BL 5.96 4.51 643 259 593 7.94 4.91 7.13 1.53

BS 5.97 4.43 6.42  2.51 5.87 7.89 4.88 7.23 1.50

Rango® BL 5.7-6.6 2.8-5.2 6.4-7.3 2.1-3.2 55-6.4 7.4-83 3.2-52 6.0-9.1 1.0-1.7

BS 5463 3.5-54 56-68 1.4-36 53-65 7.6-85 3.8-57 5.8-85 14-1.9

@ Bacterias asociadas con las fracciones liquida (BL) y sélida (BS), datos experimentales (Exp. 2y 3)y
bibliograficos.

®¢ V/alor medio y rango del valores para el perfil de AA de las bacterias, calculado a partir de los datos
de Lalles et al. (1992); Martin et al. (1996); Rodriguez et al. (2000); Yang et al. (2001b).

¢ letras distintas en una misma columna indican diferencias en el perfil de AA entre BL y BS (P <
0.05).

"9 letras distintas en una misma columna indican diferencias en el perfil de AA entre BL y BS (P <
0.10).

195



Andlisis y Discusion General

Cuando se utilizoé BL o BS para estimar el flujo de AA de origen microbiano
se observaron diferencias importantes entre ambos grupos bacterianos, pero
s6lo en el Exp. 2 (Tabla 5, Capitulo 3), en cuyo caso el flujo estimado de AA de
origen microbiano fue mayor en 14 de los 16 AA evaluados y en 7 de los 9 AA
esenciales (AAE, excepto Met, P < 0.10y Lys P > 0.10) cuando BS en vez de BL
se utilizaron en los calculos. En el Exp. 3 no se observaron diferencias en el flujo
estimado de AAE de origen microbiano cuando BL o BS se utilizaron en los
calculos. Es decir, si se analizan de forma conjunta los resultados de ambos
experimentos respecto a las diferencias observadas en el flujo de AA entre BL y
BS, los resultados parecen contradictorios. No obstante, la inconsistencia en las
diferencias observadas entre experimentos es una evidencia de la falta de datos
bibliograficos que permitan estimar de forma precisa el flujo de aminoacidos de
origen microbiano de BL y BS. Esta informacion es necesaria para poder incluirla
en los modelos de prediccion que utilizan los actuales sistemas de racionamiento
para el vacuno lechero. Ademas, confirman las recomendaciones hechas por
Martin et al. (1996), quienes indicaron la necesidad de mejorar la exactitud al
medir la contribucidn total y parcial de cada fraccion al flujo total de AA de origen

microbiano al intestino delgado del rumiante.

La inconsistencia entre los resultados de los dos experimentos al calcular el
flujo de AA de origen bacteriano parece estar relacionada con las diferencias
entre ambos grupos bacterianos en la relacion BP:N, necesario para estimar la
cantidad de proteina microbiana sintetizada. Es decir, indica que la estimacion
del flujo de materia seca microbiana (dependiente de la relacion N:purinas) tuvo
un impacto mayor en la estimacion del flujo de AA de origen bacteriano que las
diferencias en el perfil de AA. En el Exp. 2, la relacion BP:N fue numéricamente
mayor en BL comparado con BS (22.28 vs 21.55) y practicamente idénticas en el
Exp. 3 (21.7 vs 21.9 para BL y BS, respectivamente). Estos datos sugieren que
la estimacion de la sintesis de la proteina microbiana en el rumen y los factores
que lo afectan, asi como la contribucidn relativa de cada poblacion microbiana
(BL y BS) al flujo total de proteina microbiana, son esenciales para mejorar la

precision al estimar el flujo de AA de origen microbiano al intestino delgado.
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Tabla 3. Resumen comparativo del efecto de los factores principales en el perfil y

flujo de AA esenciales de las bacterias

Perfil de AA (g/100 g AA)° Flujo de AA (g/d)°
AA GB?®

NF TP pH D NF TP pH D

Thr BL NS NS b NS NS NS NS T
BS NS * o NS T NS NS NS

Arg BL T NS ** NS T NS NS *

BS T NS h * * NS NS T

Val BL NS NS NS NS NS NS NS *

BS NS NS NS * T NS NS T

Met BL NS NS NS NS NS NS NS *

BS NS NS NS NS T NS NS *

lle BL * NS NS * NS NS NS *

BS * T NS o * NS NS *

Leu BL NS T NS NS NS NS NS *

BS NS NS NS ** T NS NS T

Phe BL NS NS NS NS NS NS NS *
BS NS NS NS NS T NS NS NS

Lys BL * NS NS NS NS NS NS *

BS NS * NS T T NS NS *

His BL NS NS el NS T NS NS *

BS NS NS i * * NS NS T

® GB = Grupo bacteriano, considerando BL o BS en el calculo
® Efecto de los factores principales en el perfil de AA bacteriano: NF = nivel de fibra; TP =
tamano de particulas; pH; TD = tasa de dilucién de sdélidos; NS = no significativo; T = P <
0.10; *= P <0.05; ** = P<0.01; *** = P < 0.001.
° Efecto de los factores principales en el flujo de AA bacteriano: NF = nivel de fibra; TP =
tamano de particulas; pH; TD = tasa de dilucién de sdlidos; NS = no significativo; T = P <
0.10; *= P < 0.05.

Ademas de las diferencias entre poblaciones bacterianas, se analizo

también el efecto de los diferentes factores relacionados con la dieta (nivel de

fibra y tamafno de particula) y con el medio ruminal (pH y tasa de dilucién) en el

perfil y flujo de AAE (Tabla 3 de este capitulo).

Si analizamos los resultados
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presentados en dicha tabla podemos observar que, aunque se observaron
diferencias en el perfil de AA, fue en el flujo estimado de AA donde se
observaron las mayores diferencias relacionadas con variaciones en los factores
principales considerados. Sin embargo, una vez mas la interpretacién de los
resultados o la magnitud del efecto fue dependiente del tipo de poblacién

bacteriana considerada.

En lineas generales, y tomando en cuenta los datos obtenidos en los Exp.
2y 3, se puede concluir que el perfil de AA de la proteina microbiana varié poco
segun los factores principales considerados, porque las diferencias observadas
fueron biolégicamente poco importantes (Tabla 7, Exp. 2; Tabla 6, Exp. 3). Sin
embargo, las diferencias en el flujo de AA de origen microbiano utilizando BL o
BS fueron, en la mayoria de los casos, estadistica y biologicamente relevantes
(Tabla 9, Exp. 2; Tabla 8, Exp. 3).

El flujo de todos los AAE de las bacterias difiri6 con el nivel de fibra y la
tasa de dilucién de sélidos, siendo el efecto mas evidente cuando se utilizd en
los calculos BS en vez de BL. El flujo de AAE de origen bacteriano fue mayor en
dietas con alto nivel de fibra en la dieta y cuando se utiliz6 una mayor tasa de
dilucion de solidos. El hecho de observar diferencias en el flujo estimado de AA
de origen bacteriano debidas a cambios en la dieta o el medio ruminal cuestiona
la no inclusion de dichos efectos como factores condicionantes en los modelos
de prediccidén que utilizan los sistemas de formulacion de rumiantes basados en

las necesidades y aportes de AA al intestino delgado.
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En base a los resultados observados, bajo las condiciones
experimentales en las cuales se llevé a cabo la presente Tesis Doctoral,
cuyos objetivos principales fueron evaluar los factores que afectan a la
fermentaciéon microbiana, y al perfil y flujo de aminoacidos de origen
microbiano considerando la composicion de las bacterias asociadas con
las fracciones liquida y sélida en un sistema de cultivo continuo de flujo

doble, podemos concluir lo siguiente:

1.  Los efectos del nivel de fibra en la racion, el tamafo de particula del forraje,
el pH y la tasa de dilucion de sélidos sobre la fermentacién microbiana, el
perfil y el flujo de aminoacidos de origen microbiano fueron similares a los
observados in vivo por otros autores, aunque la magnitud de los efectos

fueron diferentes.

2. Ni el nivel de fibra en la dieta ni el tamafio de particula del forraje
provocaron variaciones importantes en la digestibilidad de la MS, MO o
fibra. Las condiciones de pH bajo y la tasa de dilucion de sdlidos rapida
redujeron la digestibilidad de la MS, MO, vy fibra.

3. La produccion y proporcion de AGV depende, fundamentalmente, de la
disponibilidad de substratos fermentables para el crecimiento microbiano.
Sin embargo, las condiciones de pH bajo, y no el aporte de carbohidratos
no fibrosos en la dieta, fue el factor que mayor impacto negativo tuvo en la
produccion y proporcion de AGV producidos. La menor relacion acetato:
propionato observada con el pH bajo se produjo como consecuencia de la
disminucion en la proporciéon molar de acetato y no por el incremento en la

proporcion de propionato.

207



Conclusiones

4.

208

La disminucién del contenido de proteina en la dieta, la inclusion de dosis
intermedias del aditvo REGEPRO® y el pH bajo fueron los principales
factores involucrados en la reducciéon de la concentraciéon de N amoniacal.
Sin embargo, en ningun caso fue inferior a los 5 mg/100 mL, sefalado
como la concentracibn minima necesaria para optimizar la sintesis de

proteina microbiana en experimentos in vitro.

Las muestras bacterianas obtenidas de las fracciones liquida (BL) y sdlida
(BS) del fermentador mostraron diferencias importantes en su composicion
quimica en lo que se refiere al contenido en nitrégeno y bases puricas (BL
> BS). Dichos resultados fueron independientes de los factores principales

evaluados.

Los valores estimados de flujo de proteina microbiana y eficiencia de
sintesis de proteina microbiana resultaron muy variables entre
experimentos. Este hecho cuestiona el uso de un valor constante para la
eficiencia de sintesis de proteina microbiana por parte de la mayoria de los

actuales sistemas de racionamiento proteico para el vacuno lechero.

La reduccion del tamaio de particulas del forraje y el incremento en la tasa
de dilucién de sélidos favorecieron el flujo de proteina microbiana debido a
una mayor eficiencia microbiana bajo esas condiciones de fermentacion.
Sin embargo, el efecto o la magnitud de las diferencias observadas fueron
dependientes de la poblacidn bacteriana utilizada como referencia en los

calculos.

Cuando se comparo el perfil de aminoacidos esenciales entre las bacterias
obtenidas de las fracciones liquida y sélida del fermentador para un mismo
tratamiento, las diferencias fueron estadisticamente significativas, aunque

biolégicamente poco importantes.

Sin embargo, las diferencias en el perfil medio de AA esenciales entre las
bacterias obtenidas de las fracciones liquida y sodlida del fermentador

fueron escasas.



Capitulo 6

10. El flujo estimado de AA de origen microbiano varié con el nivel de fibra en

11.

la racion y la tasa de dilucion de sélidos. A diferencia de lo observado con
el perfil, las variaciones en el flujo pueden considerarse estadistica y
biologicamente importantes, aunque el efecto o la magnitud de las
diferencias observadas fueron dependientes de la poblacién bacteriana
utilizada como referencia en los calculos. Por lo tanto, la estimacién precisa
del flujo de AA de origen bacteriano al intestino delgado debe considerar
las condiciones de fermentaciéon ruminal, la composicion quimica y la

contribucion parcial de los grupos bacterianos.

Dado que el perfil de aminoacidos entre las bacterias asociadas con las
fracciones liquida y solida del fermentador varié poco, el factor responsable
de las diferencias observadas en el flujo de aminoacidos de origen
bacteriano fue la estimacién del flujo de materia seca microbiana

(dependiente de la relacion N:bases puricas).
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