UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

SISTEMA DE ESTUDIOS DE POSGRADO

EVALUACION DEL CRECIMIENTO MICROBIAL in vitro CON

DIFERENTES RELACIONES AMILOSA / AMILOPELTINA Y
ALMIDON /SACAROSA EN EL SUSTRATO ENERGETICO

TESIS SOMETIDA A LA CONSIDERACION DE LA COMISION DEL PROGRAMA CONJUNTIO
DE ESTUDIOS DE POSGRADO EN t‘IENCIAS' AGRICOLAS Y RECURSOS NATURALES DE LA
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA Y EL CENTRO AGRONOMICO TROPICAL DE

INVESTIGACION Y ENSENANZA, PARA OPTAR AL GRADO DE:

' o
.////;ﬁrril F2Y e__géé'an fecze
Lz

ROMULO RAFAEL OLIVO FILIPPE

CENTRO AGRONOMICO TROPICAL DE INVESTIGACION Y ENSENANZA
TURRIALBA, COSTA RICA

1978.



Esta tesis ha sido aceptada en su forma presente
por la Comisidn de Estudios de Posgrade del Programa
Conjunto UCR-CATIE, como reguisito parcial para optar

el grado de

Magisten Scientiae

/Qf\JQ‘gjLAJ“““£“! gg—» L“ <2 Profesor Consejero
.

Manuel Ruiz, Ph.D.

~.
&“&Liiﬁk\ Miembro del Comité@
¥ i

Héctor Mufioz, Ph.D.

éLLmLLd£Mm@ ¥ A 2 Miembro del Comité

Gerardo Budowski, Ph.D.

Miembro del Comité

Miembro del Comité

/hq
Carﬁoé\ﬁoséhxﬁ§9fﬂ. 5.

/élﬂb <

Coordinador del Programa(ée EéE;dios de Posgrado
en Ciencias Agricolas y Recursos Naturales

ZZL‘NW\ /@m%mw,

Coordinador, Sistema de Estudios de Posgrado de
ia Universidad de Costa Rica

: r
T~ U9
= i h

Rémulo Rafael Olivo Filippe

Candidato



iii

DEDICATORIA

A mi esposa Maria

A mi hijo Rémulo

A mis padres y hermanos

A Doha Marta

A mis amigos



iv

AGRADECIMIENTO

El autor desea expresar su sincero agradecimiento:

Al Dr. Manuel E. Ruiz, Consejero Principal, por su valiosa
colaboracidn en la realizacidn y revisidn del presente trabajo;

Al Dr. Néstor Marcilese, miembro del comit®, por su inesti~
mable ayuda, sugerencias y observaciones al presente trabajo;

A los miembros del comité@ consejero: Dr. Héctor Mufoz, Dr.
Gerardo Budowski e Ing. Carlos Boschini, por su colzboracién y
sugerencias;

Al Dr. Oliver Deaton y los Ings. Arnolde Ruiz y Danile Pezo,
por las facilidades y orientaciones brindadas durante el desa-
rrollo de mis estudios, por sus sugerencias vy observaziones
al presente trabajo y por su amistad durante la estadia en es-
te Centro;

Al Programa de becas Gran Mariscal de Ayacucho del Gobierno
de Venezuela, por su apoyo econfmico durante la realizacién de
los estudios;

Al Centre Internacional pars Tnvestigacidn y Desarrolle (CIID-
Canadd), por su apoyo en la realizacidn del presente trabajo

A mi querida esposa por su constanie apoyo moral;

A todas aquellas personas que fisica o woralmente colaborarcn

en la realizacidn del presente trabajo.



BIOGRAFIA

£1 autor nacid en Valencia, Venezuela, el 27 de octubre de 1950.

Inicid sus estudios de agronomia en la Universidad Central de
Venezuela, concluy@ndclos en la Universidad de Costa Rica, donde obtuvo
el grado de Ingeniero Agrdnomeo en 1974,

En julio de 1976 ingresd al Programa de Postgrado del Convenio

UCR-CATIE, donde obtuvo el grado de Magisier Scientiqe en noviembre de

1978.



vi

CONTENIDO
IHNTRODUCCION . inunconas i esstammsesbaana s e
REVISION DE LITERATURD .cuvuwwssrasnannrnan rememes
2.1 Determinacidén del crecimiento microbial ...
2.2 Factores que afectan el crecimiento
micrebial ... .uniinsrianenaac e cieueus
2.3 Efecto del nitrdgeno scbre el crecimiento
microbial ....eiiiaiciniraannas arracaanans
2.4 Efecto de la sacarosa y del almiddn sobre
la actividad ruminal ........ ceaens e ‘i
2.4.1 SACAYOSA .vrnrsasrsasmnasosns e
2.4.2 Almiddn ..... hairers e e teveeoaa

2.5 Influencia de la actividad microbial en
el aporte de nutrientes para los ru-

miantes .vevesrinasanns caaseaascan e,
2.5.1 Glucosa v..... e s e ra s
2.5.2 Aminoicidos c.cviaenanes ereieeeaes .
MATERIALES ¥ METODOS ..cevnesnsan s emessena Pes e
3.1 De los animales .....veineesn b eserasaneans
3.2 Del procedimiento de laboratorio ....... .o
3.3 Disefio estadistico, pardmetros y medicidn
y andlisis de la informacidn ...... “essuan
RESULTADOS ¥ DISCUSION ...... secssbama e banesan
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ...vcavenevacan .
RESUMEN suvcuovecosmcow.an e naws e .
SUMMARY ... ... wasseanssveaneva s ea e searans
LITERATURA CITADL .. cveccsnvnaana fassscasce o ean

APENDICE ...... Chaeieusaresua e eanaaaa casawo

11

12
14

18

i8
18

21

24

36

37

39

i
L



TEXTO

Cuadro No.

APENDICE
1A

2A

3a

vii

LISTA DE CUADROS

Resumen de los andlisis de variancia para £6s-
foro incorporade (P,)} por el material micro=-
bial, nitrdgenc inctrporado (N,) por el ma-
terial microbial y aumentos en la materia

seca microbial (Msm) emesrrsesactenarancanansone

Valores observados de fosforo incorporado,
mg por ml de solucidn ruminal ....cceeeesecvaens

Valores observados de nitrdgeno incorporado,
en mg por ml de solucidn ruminal ......eveuaces

Valores observados de incremento de matexia
seca, en mg por ml de solucidn ruminal ........

PAgina

24

54

55

56



viii

LISTA DE FPIGURAS

Figura No. péagina

1 Efecto de diferentes relaciones almidén/
sacarosa (Xq1) y amilosa/amilopectina (¥;)
sobre la incorporacidn de f£osforo P (Y¥q)
por los microorganismos del rumen, segin la
ecualidn 1 .eieaen.. Chenaesrrarerar e “eea 26

o8]

Efecto de diferentes relaciones almiddn/
sacarosa (Xq) ¥ amilosa/amilopectina (X5)
sobre la incorporacidn de nitrdgeno (¥Y,)
por los microorganismos del rumen, seglin
la 2CUACEBN 2 tuvevirnnrraassaanns Cheenea e 28

(88

Efecto de diferentes relaciones almiddn/

sacarosa (X,) y de amilosa/amilopectina (X3)

sobre el incremento en la materia seca mi~

crobial del contenido micxobial, segiin la

EOUACION 3 tevve-voroncrnananas e 33



1. INTRODUCCION

ILas tasas de crecimiento y la produccidn de la microflora y mi-
crofauna ruminal son determinantes del comportamiento animal, va que los
microorganismos del rumen, a través de su actividad sintetizadora, repre~
sentan la fuente m3s importante de proteina especialmente cuando el ru-
miante recibe una alimentacidn que contiene altos niveles de nitrdgeno
no proteico y bajos niveles (o ausencia) de proteina. Ademds, desde el
punto de vista de la nutricidn energética, los microorganismos ruminales
permiten que el rumiante base su alimentacidn en materiales fibrosos no
competitivos con la nutricidn humana.

Por otro lado, bajos indices de crecimiento microbiano afectan
negativamente la fermentacidn total de los alimentos gue llegan al rumen
al reducir la velocidad de fermentacidn de los mismos. Esto trae como
consecuencia una disminucidn en la velocidad de paso de la ingesta a
través del rumen lo cual reduce el consumo de alimentos, y redunda en una
menor productividad animal.

Se ha determinado que no sdlo la concentracidn energética total,
sino también el tipo de fuente energética (celulosa, almiddn o azlcares)
afecta el comportamiento de los microorganismos. Esto adquiere particu-
lar importancia en el caso en gue el animal dependa en gran parte de la
sintesis de proteina microbial a partir de nitrdgeno no proteico. Ade-
mids en el trdpico, existe la posibilidad de modificar significativamente
la fermentacidn ruminal utilizando variadas fuentes energ@ticas, abundan-
tes en el medio, como la raiz de yuca y malanga (almidones) y melaza

{azlicares).



En consecuencia de lo anterior, es evidente la importancia de
identificar los factores que afectan las tasas de crecimiento de los mi-
croorganismos del rumen y de buscar los métodos para maximizar éstas.

Por lo tanto, utilizando las técnicas de incorporacidn de f£dsforo, incor-
poracidn de nitrdgeno y aumentos en materia seca, se ha planteadc el pre-

sente experimento cuyos objetivos son:

1. mvaluar el efecto que tiene la relaci®n almiddn/
sacarosa sobre la produccidn de materia microbial

en el rumen.

2. Determinar en qué medida se ve afectado el creci-
miento neto microbial al variar la relacidn amilosa/

amilopectina de los almidones.



2. REVISION DE LITERATURA

Los rumiantes satisfacen sus requerimientos de aminoicidos a
partir de la proteina aportada por la racidn y por los microorganismos
ruminales, mediante la digestidn de éstos en el tracto digestivo poste-
rior al rumen. Estos microorganismos tienen la capacidad de degradar
la proteina consumida por el rumiante y utilizar algunos de los produc~
tos de esta degradacidn en la sintesis de su propia proteina; pueden tam-
bién utilizar nitrdgeno no proteico v asi convertir proteina dietaria de
poco valor bioldgico en proteina de alto valor para el hospedero (18, 89).

Asi, es importante conocer 2l grado de sintesis de materia micro-
bial bajo un determinado rigimen alimenticioc a los afectos de obtener una

mayor eficiencia en la produccidn animal.

2.1 Determinacidn del crecimisnto microbial

La relacidn existente entre la cantidad de materia sintetizada
por los microorganismos ruminales y la cantidad de materia orginica pre-
sente en el alimento que es fermentado, no es afin clara. El estudio de
estas relaciones, por medio de técnicas 4n v.{vo, involucra el uso de mar-
cadores, como el fcido 2,6 diaminopimelico (45, 63, 112), Acidos nuclei-
cos (84} vy azufre marcado (121) para el ciéleulo de la contribucifn del
material microbial al total del flujo de la digesta ruminal. Sin embar-
go, estas técnicas son dificultosas y los cdlculos del flujo de la diges-
ta v del aporte microbial son susceptibles a considerable error experi-

mental (48}.



El acide 2,6 diaminopim@lico en las bacterias, y el acido 2-ami-
noetilfosfonico de los protozoarios son aminodcidos caracteristicos de
los microorganismos del rumen (64) y estin ausentes en la proteina de
origen dietario (45, 63, 112). Sin embargo, la variacion en el conteni-
do microbial de estos aminodcidos (122) v lo complicado de sus determina-
ciones dificultan la utilizacidn de &stos en la medicidn del crecimiento
migrobial.

Otro método utilizado se basa en el hecho de que el total del
nitrégeno de los &cidos nucleicos y el nitr8geno total microbial son
proporcionales (84), no existiendo influencia de los &cidos nucleicos
dietarios, ya que &stos son rdpidamente degradados en el rumen. FEl ADN
estd asociado con el niimero de microorganismos presentes,; mientras que
el ARN estd estrechamente relacionado con la sintesis de proteina. No
obstante lo anterior, Maalge v Kjeldgaard (81) y Allison (3} indican va-
riaciones en la proporcidn de los Acidos nucleicos en funcidn de la tasa
de crecimicnto microbial y dado que estos contienen diferentes cantida-
des de nitrSgeno (3}, ponen ¢n duda la validez de este método para la
determinacion -del crecimiento microbial. P

La determinacifn del crecimiento microbial L wWithe se realiza
por técnicas mis faciles y en forma mds directa, a través de la cuanti-
ficacidon del sustrato fermentado o incorporado. Frecuentemente, la de-
terminacidn de la materia microbial se basa en la adicién al medic extra-
calular de algin radioilsbtopo incorporable a los constituyentes micro-
biales, realizandose luego mediciones del cambio en su concentracidn en

el medio extracelular, en el material microbial o en ambos, segquido de



la medicidn de la radiocactividad y de la cantidad del elemento incorpo-
rade por los cambios en concentracidn.

S¢ han realizado mediciones utilizando 355 {(122) o 15N {4) para
marcar los sulfitos, sulfatos y amonio gue intervienen en la sintesis de
los aminodcidos microbiales. Sin embargo, la exactitud de estos métodos
no es confiable debido; entre otras razones, a quae:

a. Una considerable cantidad del nitrdgeno y del azufre mi~
crebial puede provenir de la incorporacidn directa de péptidos axtra-
celulares y/o aminocdcidos (5, 94, 120). ™

b. ILa determinacidn del azufre marcado estd sujeta a di-
ficultades técnicas (52, 94, 122), y la relacidn azufre/nitrégenc en
la materia microbial es muy baja, variando entre 0,046 (22) y 0,081 {121).

Actualmente se acepta gue todo el fésforo microbial se orxrigina
del "pool" extracelular de fosfato, ya que los compuestos fosforilados
taleus como los nucledtidos no pueden penetrar las paredes microbiales
(Repes citado por Van Nevel y Demeyer (119)).

Los &cidos nucl&icos contienen la mayor cantidad del fésforo mi~-
crebial y Smith (113) indica que ol valor de la relacidén N de aAcidos nu-
cléicos/N total es constante y con un valor aproximadoe de 0,19.

Van Nevel y Demcysr (112, 120), al utilizar f&sforo marcado en
la medicidn del crocimiento microbial 4n v{{40, concluyen que todo el
fosforo incorporado en los microorganismos del rumen, provenia del "pool”
extracelular, y gue es el preoursor inorginico marcadeo que mejor se com-
porta en este tipo de trabajos va que presenta menos dificultades t&c-

nicas en su determinacidn v cilculos.



2.2 Factores que afectan el crecimiento microbial

las bacterias y los protozoarios son los causantes de la fermen-
tacidn que ocurre en el tracto digestivo. Por la relacidn existente en-
tre el tamafio del rumen y del ciego de un rumiante, se estima que por lo
menos un 95 por ciento de la fermentacidn se lleva a cabo en el rumen
(77) .

El contenido ruminal de un animal adulto bajo condiciones nor-
males de alimentacidn, posee cerca de 1011 bacterias por ml y aproxima-
damente 106 protozoarios/ml (75). Segin el mismo autor, los principales
factores que afectan el crecimiento microbial son:

a. El tipo y la cantidad de alimento consumido

b. ILa salivacidn y rumia

¢. El mezclado periddico de los alimentos debido a las

contracciones ruminales

d. Difusifn o secrecidn de sustancias en el rumen

e. Absorcidn de compuestos en el rumen

£f. Pasaje de material alimenticio del rumen a las

partes posteriores del tracto digestivo

Dadas las condiciones anaer®bicas predominantes en el rumen,
la sintesis de proteina microbial estard limitada por la disponibili-
dad de energia (44, 59). Esto ocurre por gue los microorganismos anae-
rébicos son capaces de metabolizar los alimentos hasta &cidos grasos
volatiles, lo que representa del 10 al 20 por ciento de la eficiencia

de los microorganismos aerdbicos.



2.3 tfecto del nitrdgeno sobre el crecimiento microbial

Los microorganismos del rumen requieren de nitrdgenoc en forma
de amonio y de aminofcidos para su desarrolle (2, 25, 26, 59, 67) y se
indica que del total de nitrdgeno microbiano el 61 y el 39 por ciento
son de origen amoniacal y de aminoAcidos, respectivamente (4, 44).

La adicidn de proteina o urea a raciones basadas en forrajes
de baja calidad resultan en un incremento en la sintesis de proteina
microbial (6, 7, 58, B82). Este incremento se ve disminuido al aumen-
tar la calidad de la racidn, sobre todo en los casos en que se utiliza
urea (6, 58).

Maeng et al (82) al comparar, en experimentos {n vitho, dife-
rentes combinaciones de nitrdgeno proteico y no proteico obtuvieron las
mdyores tasas de crecimiento microbial cuando la proporcidn era 25 por
ciento de nitrégeno proveniente de amino&cidos y el 75 por ciento de
nitrdgeno de urea; la utilizacidn de 100 por ciento de cualgquiera de
las fuentes produjo disminuciones significativas (P 0,01) en compara-
cidn con cualquier combinacidn de ellas.

Allen y Miller (2) en experimentos in vitho encontraron que la
maxima produccidén neta microbial se obtiene cuando la dieta suple una
cantidad de nitr@genc fermentable igual a la cantidad de nitrdgeno mi-
crobial que sale del rumen; lo anterior no implica que los microorga-~
nismos usen el 100 por ciento del nitrdgeno dietario sino que el reci-
claje de nitrdgeno es suficiente para igualar las pérdidas de amonio en
el rumen.

Segiin varios autores (44, 55, 100) los principales factores que



influyen en la conversidn del nitrdgeno dietario a N microbial son:

a. Tiempo de permanencia de las particulas de alimento en
el rumen. A mayor permanencia mayor conversidn.

b. Resistencia de los compuestos nitrogenados dietarios
a la desaminacidn. A mayor resistencia menor conver-—
sidn.

c. Disponibilidad de nitrégeno.

d. wNivel y fuente de energia disponible para la fermen-
tacidn ruminal.

e. Relacidn carbono/nitrdgenc

f. Presencia de factores de crecimiento (vitaminas) y
otros nutrientes.

g. Composicidn de la poblacidn microbial.

2.4 Efecto de la sacarosa y del almiddn sobre la actividad ruminal

2.4.1 Sacaryosa

La adicidn de sacarosa o melaza a la racidn o directamente al
rumen tienen el mismo efecto sobre la actividad ruminal (80, 98). La
tasa de fermentacidn de 1la sacarosa es la mis rapida comparada con o-
tros carbohidratos y se indican valores de desaparicidn de 22 por cien-
to en una hora (31}.

La inclusidn de melzza en la racidn resulta en los siguientes
cambios a nivel ruminal:

a) Aumento en la produccidn de metano (31), con la consecuente

pérdida de energia; b) aumentos en la concentracidn molar de butirato



vy acetato, disminucidn lineal de la concentracidén del propicnato y dis-
minucidn en el pH (28, 69, 70), v c) aumento en la poblacidn de proto-
zoarios (42}.

Al comparar dietas que suministran sacarosa como sustrato ener-
gético con aquellas que aportan almiddn, los cambios en la produccidn
animal son notorios. Se indicda que con el uso de melaza se reduce la
eficiencia de utilizacidn de la energia (28, 80, 98, 105, 111), disminu~
ye el consumo de materia seca y energia {28, 111), disminuye la ganancia
de peso (111) y la produccidn de leche (69, 80, 98, 105), en comparacidn
con dietas que incluyen almidén. Esto se puede deber a que la adicidn
de melaza disminuye la digestibilidad de la racidn (80, 98). Clark
et al. (29) proponen como posible causa un desbalance en los metabolitos
cetdnicos y glucogénicos, debido a cambios en la fermentacidn inducidos
por las mieles. Otros investigadores (93} indican que el valor produc-~
tivo de energia de la digestidn de la sacarcsa es cerca del 16 por cien-
to menor gue los valores obtenidos con almiddén y celulosa.

Otra explicacidn a este fenfmeno es que los microorganismos aso-
ciados con la fermentacidn butirica, inducida por el uso de sacarosa en
la racidn; son menos eficientes en la transformacidn del sustrato ener-
gético a proteina microbial que los asociados con la fermentacidn pro-
pidnica (53, 65, 66, 99, 127). Tambi&n se indica gue en presencia de
azlicares solubles la actividad de las polisacaridasas ruminales se inhi-
be (117). Lo anterior podria explicar el mecanismo por el cual la di-
gestibilidad de la fibra se reduce al alimentar con dietas gue contienen

azlicares solubles (15).
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2.4.2 Almiddn

La utilizacidn de alimentos cuyo principal sustrato energético
es el almiddén, produce una elevacidn en la concentracidn molar del aci-
do propidnico en el rumen (15, 60, 61, 105, 108, 109, 123}, mejora la
eficiencia de conversidn de slimentes (105, 112), aumenta el tenor pro-
téico del contenido ruminal, debido a un aumento en la sintesis de pro-
tefeca microbial (43, 44, 89, 94), awmsenta la concentracidn de microor-
ganismos en material ruminal (44, 94), auwmenta hasta cierto grado la
digestibilidad de la celulosa (15), dicminuye la produccidn de metano
(31, 61, 108, 109), disminuyen las p@rdidas del nitrdgeno dietario en
forma de amonio (44, 67, 109}, aumenta la actividad de las engimas in-
volucrzdas en el metabolismo de los carbohidratos (12), aumentan los
contenidos de carbohidratos y 1lipidos del material ruminal y de los mi~
croorganismos (12, 30, 86, 108, 109), y disminuve en cierto grado la po-
blacidén de protozoarios debido a una declinacidn en el pH (42, 105).

Mills et al. (89) explican que la accidn del almiddn se debe a

una hidrdlisis mas lenta que la de los azilicares solubles lo que permite

1

un suministro mds continuo de enexrgiz v de estructuras carbonadas para
la sintesis microbial.

También se ha demostredo en experimentos {1 viino que el almi-
dén es la fuente energética que promueve mis eficientemente la trans-
formacidn de urea a proteina microbial (15, 51, 67, 89).

En condiciones normales de alimentacidn la sintesis microbial
ocurre mis lentamente que la hidrdlisis de la urea en el rumen y, por

lo tanto, se produce una gren pérdida de nitrégeno como amonio (36}).
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Con la adicidn de almiddn a la racidn se produce en el rumen una dismi-
nucidn en la actividad de la ureasa (105) resultando en cohientraciones
ruminales de amonio mids bajas y mds acordes con la capacidad de sintesis ~
de los microorganismos lo cual, dunade a un suministro mas constante de
energia y de estructuras carbonadas, resulta en una sintesis mis eficien-
te de proteina microbial.

TambiZn se ha notado un efecto beneficioso dzl almiddn sobre el
epitelio ruminal. Ruiz y Molina (107) encontraron un incremento notable
en la actividad de las enzimas respiratorias (succinico y l3ctico deshi~
drogenasa, NAD citrocromo reductasa y adenosina trifosfatasa) en el te-
jido ruminal, cuande se alimentaron los animales con granos en vez de
melaza. Lo anterior refleja gque existe un incremento en la actividad
metabdlica de dicho tejido y, consecuentemente, en su capacidad absorti-
va.

En experimentos {n v{vo la inclusidn de almiddn, o de alimentos
gue lo contengan, han producido aumentos en el consumo y eficiencia de

utilizacidn de la energia (29, 105, 111); lo que se traduce en una ma-

yor ganancia de pese (111) y en una mayor produccidn de leche (105).

2.5 Influencia de la actividad microbial en el aporte de

nutrientes para los rumiantes

Los rumiantes se benefician de la actividad de los microorganis-—
mos del rumen por las siguientes vias: a) por la fermentacidn de la ce-
lulosa y otros componentes estructurales de la planta con la produccidn

de sustratos rapidamente metabolizables, b) por la sintesis de aminodcidos
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esenciales, lo gque a veces ocurre a partir de nitrégeno no proteico ha-
ciendo al animal menos dapen&ieﬂte de la calidad de la proteina del ali-
mento, ¢) por la sintesis de vitaminas, especialmente las del complejo B.

Ademds, la fermentacidn ruminal tiene un considerable efecto so-
bre los procesos metab8licos del ahimal y las funciones de los microox-
ganismos estin intimamente asociados con ciertos desdrdenes metabdlicos
en los rumiantes (24).

Varios autores (31, 42, 70, 75, 83, 89, 93, 112) han demostrado
que existe una relacidn directa entre la tasa de fermentacidn y la con-
centracidn de microorganismos en el rumen. Asi, cualquier alteracidn
que disminuya la poblacidn microbial, producird una disminucidn en la
tasa de fermentacidn ruminal vy, por lo tanto, en la disponibilidad de
energia para el animal.

También se indican correlaciones positivas y significativas en-
tre la actividad de la masa microbial y el paso al duodeno de polimeros
con enlaces glucosidicos (66, 85) vy el nivel de gluccosa en el jugo rumi-

nal (39, 117).

2.5.1 Glucosa

Estudios con ovejas adultas alimentadas con forraje, han demos-
trado que las tasas de entrada de glucosa al "pool" sanguineo son simi-
lares a la de animales monogdstricos en estado post-absortive (9, 19,
71), v que las tasas de entrada de glucosa basadas en esos resultados,
son de 100 g glucosa/animal/dia. Leng (74) demostrd altos requerimien-—

tos de glucosa, hasta 1,5 kg/dia, en vacas produciendo 30 kg de leche/dia.
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Basados en las cantidades de azficares reductores que entran én
el abomaso, se estima éue la contribucién de los carbohidratos bacteria-
les a los requerimientos de glucosa es muy baja (50). De alll que el
resto de la glucosa requerida por el animal deberd ser formada por glu-
coneogénesis a partir de precursores o absorbida directamente como tal
en el intestino delgado.

Annison (8) y Leng y Annison (76) han demostrado que de los prin-
cipales Acidos grasos voldtiles producidos en el rumen, sdlo el propiéni-
co es glucogénico, y se ha estimado que s8lo la mitad de la glucosa que
se encuentra en el torrente sanguineo es sintetizada a partir del propio~
nato producido (78).

Lo anterior sugiers que los aminodcidos podrian ser una fuente
importante de glucosa. Tal posibilidad ha sido demostrada por Hoogen-
raad et al. (57), quienes al‘alimentar oveijas con preparaciones ricas en
proteina pero bajas en carbohidratos, encontraron que los aminodcidos
de la proteina dietaria eran utilizados en la sintesis de glucosa. Ford
y Reilly (47), al inyectar una mezcla de aminodcidos marcados, determi-
naron que entre 10 y 17 por ciento de la glucosa fue derivada de los
aminodcidos plasm@ticos; también, Hunter y Millson (62) trabajando con
vacas lecheras encontraron que cerca del 12 por ciento de la lactosa fue
gintetizada a partir de aminodcidos.

Krebs (citado por Hoogenraad et al. (57) ) determind que por
gluconeogénesis es posible sintetizar de 50 a 60 g de glucosa/100 g pro-

teina.



2.5.2 Aminodcidos

Seglin Preston (99), los rumiantes tienen dos tipos de requeri-
mientos de nitrdgeno: uno para satisfacer las necesidades de los micro-
organismos del rumen y otro de proteina o aminodcidos esenciales prote-
gidos {no degradables en el rumen) para cubrir la diferencia entre los
requerimientos y los suplidos por los microbios.

El concepto de que la escasez de uno o mas aminodcidos pueden
limitar la productividad de los rumiantes se hace visible al considerar
el balance de nitrdgeno, la produccifn de lana y las respuestas en pro-
duccidn de leche que se han obtenido con la administracidn post~ruminal
de aminodcidos y proteina (23, 32, 33, 34, 39, 40, 46, 102, 103, 104,
118, 126) y por las alteraciones en los perfiles de los aminofcidos
plasmiticos asociados con la alimentacidn con urea {33, 34, 95, 9s8),

En ovejas, dado el alto contenido de aminofcidos azufrados en
la lana, el uso de &stos en infusiones poSt-ruminales produjo notables
incrementos en la produccifn de lana y en la retencidn de nitrdgeno
(102, 103, 104}, encontrandose en estos mismos trabajos que niveles ex-
cesivos de aminodcidos sulfurados tienen efectos detrimentales.

En bovinos se han obtenido incrementos en la ganancia de peso
al utilizar metionina (27) y lisina (39, 40), aungue otros autores (35)
indican que la metionina no es un aminofdcido limitante. Al realizar es-~
tudios con vacas lactantes se han obtenido aumentos significativos en
la produccidn de leche y ganancia de peso al infundir metionina o caseina

en el abomaso (23, 114).
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Weller et al. (125) observaron que entre el B0 y 20 por ciento
del nitrbgenc que se encuentra en el omaso era de origen microbial y
que de &ste alrededor del 70 por ciento era de origen bacterial. Este
resultado demuestra que la principal fuente de amino3cidos disponible
para los rumiantes proviene de los microorganismos. Asi mismo, se ha
observado que existe una relacidn directa entre la cantidad de nitrége-
no que sale del rumen y la retencidn de nitrdgeno (6) y la produccidn de
leche (23, 114).

El contenido de nitrdgeno de las bacterias es de aproximadamen-
te 10,5 por ciento de peso seco (60) y el de los protozoarios de 6,8
por ciento (91); de estos valores, el 86 y el 75 por ciento provienen
de aminoidcidos, para bacterias y protozoarios, respectivamente (124).

MacNaught et al. (87, 88) al alimentar ratas con preparaciones
secas de bacterias ruminales encontraron valores de 74, 81 y 60 para la
digestibilidad verdadera, valor bioldgico y utilizacidn neta de la pro-
teina, respectivamente. En el caso de preparaciones de protozoarios
los valores fueron de 20, 80 y 73 para los mismos paridmetros. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores (17, 18, 21,
79}, encontrandose casos en los que se indica que el valor biolégico
de la proteina microbial es igual al de la caseina en la alimentacidn
de ratas (62, 79, 124} v superior al de la harina de soya en la alimen-
tacidn de aves (1).

La digestibilidad de la proteina microbial en el intestino
delgado de novillos jOvenes tiene un valor promedio de 81,5 por ciento

(110).
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Hoogenraad y Hird (56) encontraron gue el contenido de proteina
y de lipidos de las bacterias ruminales representa entre 50 y 70 por
ciento de la materia seca microbial.

De los aminodcidos esenciales para el rumiante (20, 41), se ha
demostrado gque la proteina microbial es potencialmente deficiente en
histidina, cistina, leucina, arginina y lisina (17, 100).

Bergen et al. (16} en estudios At vitrho demostraron que la dis-
ponibilidad de los aminofdcidos y la digestibilidad de los mismos variaba
segiin la especie de microorganismo, v asi, Ruwiinococcus glavefaciens
contenia solo 2,5 por ciento de aminoicidos libres mientras que Butini-
vibiio fibrisolvens dio un valor de 52,6 por ciento. Lo gque indica que
afin cuando tengan la misma composicidn en lo referente a la proporeidn
de aminoacidos (101, 124) no tienen el mismo valor como fuente de amino-
Acidos para el hospedero.

Ademis, se indica que la composicidn de la mezcla de aminodcidos
presentes en el intestino puede influenciar marcadamente la tasa de ab~
sorcidn y la proporcidn de aminoAcidos absorbidos (97); esto ocurriria
pues el rumiante posee una absorcifn selectiva de aminofcidos esenciales
en el duodeno (100).

Tambi&n se ha demostrado que las lipasas de los microorganismos
ruminales son indispensables en la digestidn de los lipidos ingeridos
en los alimentos (38) v que las bacterias del rumen son una rica fuente
de acidos grasos de cadena ramificada y de aldehidos (68}.

En conclusidn, cualguier factor que influya sobre el crecimiento
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de los microorganismos del rumen tendrd una influencia directa y deter-
minante sobre la disponibilidad de aminofcidos y de glucosa y sus pre-
cursores para el animal y, consecuentemente, sus comportamiento produc-

tivo.
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3. MATERIARLES Y METODOS

El experimento se realizd en la Finca Experimental Ganadera y
en los laboratorios de Nutricidn Animal y Suelos del Centro Agrondmico
Tropical de Investigacidn y Ensefianza (CATIE), en Turrialba, Costa Rica.

La medicidn de la radicactividad se realizd en el laboratorio
del Centro de Investigaciones Agrondmicas de la Universidad de Costa

Rica, en San José.

3.1 be los animales

Se utilizaron como donantes de licor ruminal tres novillos en-~
castados Romo Sinuano de un peso promedio de 150 kg, con fistula perma-
nente al rumen, los cuales fueron alimentados con pasto ad L{bifum vy se
les suministraron diariamente una mezcla suplementaria de 1 kg de mela-
za, 0,5 kg de bharina de yuca y 0,3 kg de harina de carne y hueso. ILa
razon de esta dieta fue el promover el establecimiento de una poblacidn
microbial ruminal adaptada a los sustratos a utilizar en el estudio
in vitno.

Las muestras se tomaron lucgo de mantener al animal 24 horas en
ayuno, con el fin de que toda la proteina proveniente del alimento hu-~

biera desaparecido del rumen {(119}).

3.2 Del procedimiento de laboratorio

El material ruminal se filtrd a través de dos capas de lana de
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vidrio y se usaron 40 ml de jugo ruminal los cuales fueron transferidos
anaerdbicamente, mediante gaseo con 002, a trbos de incubacibn que con-
tenian:
110 mg de caseina
100 mg de urea
10 mg de celulosa
10 m1 de una solucidn buffer y macrominerales
{bicarbonato de amonic 4 g/l, bicarbonato de
sodic 35 g/l vy sulfato de magnesio 1 g/1)
1 ml de solucién micromineral (cloruro de calcio
anhidro 13,2 g/1, cloruroc de manganeso anhidro
10 g/1, cloruro de cobalto anhidro 1 g/1 v
clorurc de hierro anhidro 8 g/1)
32

*
0,5 ml de HB PO4

Adem3s, se agregd a los tubos de incubacidn 1 g de sustrato ener-
gético de acuerdo a las diferentes proporciones de almidén/sacarosa y
amilosa/amilopectina en estudio, las cuales se detallan en la siguiente
secciodn.

El procedimiento sequido se basd en la metodologia propuesta por

Van Nevel y Demeyer (119) y se describe a contiruacidn.

* Actividad especifica 200 mCi/m mol (Amersham, Inglaterra)



20

Por un lade, se tenian tubos de incubacidn denominados "blancog"
los cuales contenian 40 ml de licor ruminal, 2 ml de Acido clorhidrico
6 Ny 0,5 ml de H.3 32904. Cuyo propbsito fue de servir de estimador de
P extracelular y la masa microbrama inicial.

La incubacidn se hizo durante seis horas, a 39°C, bajo condi-
ciones anaerdbicas. ILa fermentacidn fue detenida mediante la adicidn
de 2 ml de &cido clorhidrico 6 N.

Después de la acidificacidn, el material contenido en los tubos
de incubacidén se centrifugd durante 10 minutos a 22.000 g y 5°C.

En el liguido sobrenadante se determind nitrdgeno total (micro-
Kjeldahl) y fosforo inorginico (13). En los "blancos” se estimd la ac-
tividad especifica del "pool" extracelular (AE) mediante la relacidn en-
tre los mg de fosforo presentes y las cuentas por minuto obtenidas al
medir la radioactividad.

El "Pellet" del centrifugade fue lavado cinco veces con 15 ml
de una solucidn de cloruro de sodio (8,5 g/l) para eliminar la radiocac~
tividad extracelular.

El "Pellet" final se rehomogenizd con agua utilizande un agita-
dor eléctrico y la suspensidn final se diluyd a un volumen final de
50 ml (solucidn "A"). De esta solucidn se tomaron 5 ml y se digirieron
con 5 ml de una solucidn de Acido percldrico (700 g/1) hasta la desapa-
ricidn del eolor y luego se diluyd con agua a un volumen de 25 ml (solu-
cidn "B").

En muestras duplicadas de 10 ml de la solucidn "B" se determind

la radioactividad incorporada (RI), en cuentas por minuto, con un contador
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Geiger Muller® y un escalimetro SR-5%.
Para el chAlculo del fOsforo incorporade en la masa microbial

(Pi) se utilizd la siguiente relacidn:

., _ RI
P1 = AE
donge:
Pi = ¢s la cantidad de fosforo incorporado por los

micreoorganismos, mg

RI = es la cantidad de radioactividad incorporada,
corregida por los blancos, medida en cuentas
por minute

AR = es la actividad especifica del “pool” de fosfato

extracelular, cuentas/minuto/mg fdsforo.

Para la determinacidn de la materia seca se transiirieron mues-
tras duplicadas de la solucidn "A” a discos de aluminio previamente ta-
rados y se secaron por 24 horas a 105°C. En la misma solucidn se anali-

2% el contenido de nitrBgeno total (micro-Kjeldahl) y de fosforo total (13).

3.3 Disefio estadistico, parimetros y medicidn y andlisis
de la informacidn
Se usd un arreglo factorial 5 x 4 en un disefio irrestricto al

azar con tres repeticiones por tratamiento.

* Enterprises Ltd. Reading, Bngland.
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Los factores y niveles considerados en el estudio fueron:
FACTORES NIVELES

-
Relaciéin amilosa/amilopectina 100/0, 73/25, 50/50

2575, %100

- 3 - 30,
Relacion almiddn/sacarosa 10/90, 20/80,. /70

50/50

Ta influencia de las variables enuncindas sobre el crecimiento

microbial se evalud mediante la medicidn de los siguicntes parametros:

1. Incorporacidn de fésforo, estimada mediante la incorpora-
. . . . 32
cidn de fésforo radioactivo (7 P), expresado en mg netos/ml
licor ruminal
2. 1Incorporacidn de nitrdgeno por los microorganismos del
rumen, expresado en mg netos/ml licor ruminal
3. Materia seca ruminal sintetizada, expresado en mg netos/ml

de licor ruminal.

Con base en el disefo propuesto, el andlisis estadistico de la
informacidn se hizo de acuerdo al siguicnte modelo lineal:

y = M+ A, + B, + (A .+ E, .
Yljk i i (\B)ij ijk

donde:

v
i

. = variable dependiente
idk

M

i

media general
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f

a. = efecto de la relacidn amilosa/amilopectina "iY,
i=1,2,3,4,5
B. = efecto de la relacidn sacarosa/almiddn "j",

j=1, 2, 3, 4

(AB)ij = efecto de la interaccidn entre la relacidn amilosa/
amilopectina "i" y la relacidn sacarosa/almidén "3j"

Eijk = grror experimental, k= 1, 2, ....... 20

Ademds del andlisis discriminatorio, se realizaron andlisis de
tendencias con el propdsito de establecer relaciones funcionales entre
las variables independientes y los pardmetros seleccionados.

Para efectos del andlisis de regresidn se transformaron los va-
lores de las relaciones de las variables independientes guedando de la
siguiente manera:

1. Relacidn almiddn sacarosa

10,50 == 0,1111
20 /80 == 0,25
30,70 == 0,4286
050 == 1

2. Relacidon amilesa/amilopectina

1005 = 100

75 0 e 3
050 == 1
2575 == 0,3333

0 /100 == 0,0000001
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4. RESULTADOS ¥ DISCUSION

Debido a la presencia de turbidez, lo cual dificulta la medicidn
de la radiocactividad, se elimind una muestra en los tratamientos I¥, III,
VI, VII, I¥, ¥, XITI, ¥IV, XVI, AVII y XX gquedando estos con dos observa-~
ciones como se observa en el Cuadro 1A del Apéndice.

En el Cuadro 1 se muestra un resumen de los andlisis de varian-

cia realizados.

Cuadro 1. Resumer de los andlisis de variancia para fdsforo incor-
porado (Pi) por el material microbial, nitrdgeno incor-
porado (Ni) por el material microbial y aumentos en la

materia seca micgrobial (Msm).

BV GL CM
32Pi Ni MSm

Tratamientos 19 0,00019% 0,0093% 1,093%
Relacidn amilosa/amilopectina {A) 4 {,00046%* 0,0245%* 3,023%
Relacidn sacarosa/almiddn (B) 3 0,00035% 0,0162% 1,577*
Interaccifn (A x B) 12 0,00006% 0.0025% 0,33*
Erxor 29 0,00001 0,00006 0,01
TOTAL 48

* (P<0,01)
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Bl cuadro indica cue exigte influencia significativa de los tra-
tamientos y sus interacciones sobre los parimetros medidos. Consecuen~
temente, se realizf un anidlisis de tendencilas pava detemalner las rela-
ciones enire las variaibles dependientes y las indepeusdientes.

Los resultados de ests investigaoldn oo nuesiran o continuacidn
en una serie de figuras, besados en los resultados gue aparecen en 108
Cuadros 21, AZ v A3 del apindice.

Los anflisis de variencia mostrearon gque el efecto de la inter-
accidn fue significativa en los tres parf@metros gue se muestran en el
Cuadro 1. Sin embargo, al probar los medelos de rearesifn, el coeficien-
te de regresibn para la interaccidn lineal no fue significative, lo que
hace suponer que la significancia encontrada para la interoccidn en el
andlisis de variancia sea debidn a efectos de mayor orden los cuales son
dificiles de interpretar.

En ia Figura i se observa que a medida que se aumenta la propor-
cidn de almiddn en el susirato energdtico se incrementa, hasta clerto
punto la incorporacidn ce f£dsfore por ml de solucidn ruminal, indicando
lo anterior que existe vna miyvor captacidn de fisforo por parte de la
masa microbial. Esto puede deherse al avmento en la sintesis de protei-
na microbial v & un aumento en la concent:racién de microorganismos del
rumen, promovido per el uso de almiddn, 1o que iria acompziiado de un au-
mento en los requerimientes de [dsforo por parte Ce los miflios. Si es
que en realidad la presencia de aiwmiddn estimuld un mayor crecimiento

microbizl, ademis de cbservarss un aumentc en la incorzporacidn de P,

tambi®n deberia notarse un aumento concomitante en la incorporacidn de M.
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Precisamente esto se confirma en la Figura 2, donde se observan los efec-
tos de las relaciones aimidén/sacarosa y amilosa/amilopectina sobre la
sintesis de proteina microbial. Al aumentar la proporcidn de almiddn

se obtuvieron incrementos en las cantidades de nitrdgeno microbial in-
corporado indicando lo anterior que hasta cierto punto la adicidn de al-
middn produce mayores incrementos en la sintesis de proteina microbial
que la utilizacidn de sacarosa. Lo anterior concucrda con lo obtenido
por varios autores (53, 65, 66, 99, 123) guienes indican gue estos au-
mentos so producen dade que los microorganismos asociados con la fermen-
tacidn propionica son mas eficientes que los asociados con la fermenta-
cidn butirica, en la transformacidn del sustrato energético en proteina
microbial.

Es bicn sabido gue en la seric de reacciones invelucradas en la
sintesis de proteina por parte de los microorganismos el factor limitan-
te es el ATP requerido para la activacidn de los aminodcidos y posible~
mente tambidn para la formacidn y mantenimiento del sitio activo de la
enzima de transferencia para la formacidn del nuevo enlace peptidico.
Lehninger (73) indica que en la sintesis de proteinas se puede requerir
hasta un 90 por ciento de energia biosintdtica celular, influenciado es-
to notablemente por las tasas de crecimiento. Por esta razdn, la sinte-
sis de proteinas es quizés el proceso biosintético mas ¢laborade y cém—
plajo que tiene lugar en los organismos vivos.

Dada la hidrélisis mds lenta de los almidones en comparacin
con los aziicares solubles (31, 49, 61, 99), estos proveen los microoxr-—

ganismos del rumen de una fuente més continua de energia, permitiéndoles
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(R°= 055, P=00ON



29

asi rcalizar una sintesis mis eficiente de ptoteina microbial. &si, se
indica que la sacarosa es el carbohidrato mds rapidamente fermentado en
el rumen {31, 115, 116) desapareciendo entre el 80 v 100 por ciento en
dos horas, produciendo, por lo tanto, la liberacidn de energia en forma
mis rfipida de la que pueda ser utilizada por los microorganismos.

Sin embargo; e€s necesaric recordar tambi@n, on este punto, que
tanto la urea como la cas¢ina que se usaron en el medio nutritivo, se
caracterizan por una rapida tasa d¢ hidrBlisis. Esto indicaria la nece-
sidad de contar con una fucnte de carbohidratos muy seclubles, tal como
la sacarosa; para impedir que la energia sea un factor limitante en la
utilizacidn del amonio.

Lo que se acaba de discutixr, a su vez explicaria por gue con un
exceso de almiddn, cxiste una tendencia a disminuir tanto la incorpora-
cion de P como de N. Is decir, que se podria suponer gue osta menor e-
ficiencia fue causada por unaz desiguaidad entre la répida produccidn de
amonic en los primeros minutos de incubacidn y la disponibilidad de ener-
gia r@pidamentc fermentable.

De las mismas Figuras 1 y 2 sc desprende que al aumentar la can-
tidad de andlopectina, aumenta la incorporacidn de fdsforo y nitrdgeno
del medio al material microbial lo que implica un aumento en la sintesis
de proteina por parte de los microorganismos. Lo anterior podria deber-
se al hecho de que la amilopectina, por formar solucionss mis e¢stables
con el agua que ia amilosa (31), se¢ encontraba distribuida mas unifor-
memente en el medio y por lo tanto mds asequible al atague microbiano.

Esto implicaria. tambi@n, gue las posibilidades de que la amilosz escape
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a la degradacién en ¢l rumen, son mayores en relacidn a la amilopectina.

Como una nota adicional sc¢ puede mencionay que la principal re-
serva cnergética de los protozoarios es la amilopectina (59, 21). 81 es
que este hecho tienc o no alguna relacidn causa-efecto con los resultados
obtenidos escapa al dominio del autor.

La accibn de la relacibn amilosa/amilopectina on los almidones
sobre los microorganismos del rumen no habla sido estudinda antes. Sin
embargo, es de csperar que al ser la amilopectina una molécula méds com-
pleja vy ramificada que la amilosa y de poseer dos tipos de enlaces glu-
cosidicos distintos (@ ~-1,4 v @ -1,6) hardn gue su fermentacidn peor par-
te de los microorganismos sea m3s lenta que la de la amilosa, ya que se
requeririan dos tipos de e€nzimas para su hidrdlisis. Esto podria actuar
como un regulador eon la liberacifn de la energia de la molcula de ami-
lopectina y, por lo tanto, scria mis gradual y continuo el aporte dc
energia para los microorganismos permitiendo que sc transforme mas efi-
cientemente en proteina microbial. De hacho, Harrow y Mazur (49) indi-~
can gue para hidreolizar los polisacaridos de cadena ramificade (amilo-
pectina, glucogeno) hacen falte dos enzimas que son: una fosforilasa,
que rompe los enlaces o-~1-4 entre las unidades de glucosa produciendo

glucosa 1-fosfato; 3in embargo, esta fosfordlisis se detienc cuando la

o

enzima llega a un enlace @-1-6. La segunda enzima es una amilc 1-6
glucosidasa que separz las uniones glucosidicas a-1-6 permitiendeo que
ia fosforilasa continie su accoidn.

En ¢l cazo do las omilasas o o B astas tiencen distinto modo de

accidn. Las primeras actlian sobre la amilasa y la amilopectina del



31

almidén, produciendo cadenas mas cortas (dextrinas), las cuales, a su vez
vez, se hidrolizan a maltosa. La f-amilasa ejerce su accidn principal-
mente sobre la amilasa con produccidn de maltosa; también lo hace sobre
la amilopectina, pero solamente un 50 por ciento de esta se transforma
en maitosa quedando la otra mitad en forma de dextrina especial, la cual
va no se transforma. En conclusidn, la o amilasa desdobla los enlaces
glucosidicos dentro y fuera de los puntos de ramificacidn, an tanto que
1a B lo hace solamente en el exterior de dichos puntos.

Lo anterior indica que la habilidad de la poblacidn microbial
para fermantar el aimiddn depender& de la presencia de las enzimas ade-
cuadas. Nasr (92) demostrd gue el licor de rumen contenia apreciables
cantidades de una o-amilasa la cual es presumiblemente de origen micro-
bial ya que esta no ha sido detectada en la saliva del rumiante. Hob~
son v McPherson (54) y Bailey y Roberton {11) han aislado amilasas y
dextrinasas extracelulares de las bacterias del rumen; Bailey {10) ais-~
16 amilasas intracelulares en Sthepfococcus bowis. <Con respecto a los
protozoarios, Mould y Thomas (90} demostraron que los g&neros de Isotri-
cha y Dasitricha producen c-amilasas. La presencia de maltasas o isomal-
tasas en el licor del rumen ha sido demostrada por varios autores (11,
54, 92).

Existe alguna cvidencia de interaceidn fermentativa entre dife-
rentos fuentes de carbohidratos. BAsi, se indica que los niveles 4
azlicares en el medio ruminal controlan la hidrdlisis de almiddn a mal-~
tosa vy glucosa, siendo inhibitorio a altos niveles (Coleman citado por

Church (37} ).
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De lo anterior s¢ puede concluir gue la complejidad de la mo-
lécula de amilopectina, con relacidn a la de amilosa, y el hecho de que
el nivel de azlicar en el medio controle la hidrdlisis de estos compues-—
tos, harian aun més lento cl desdoblamiento de la moldcula siendo asi
liberada la energia en una forma mas gradual vy, por lo tanto, mds acor-
de con la capacidad biosintBtica de los microcrganismos ruminales, pro-
moviendo de esta manera una mayor sintesis microbial.

Ademd@s, se ha demostrado que existe una gran diferencia entre
la fermentacidn de los polimercs y la de sus mondmeros componentes (115)
y gue, compuestos muy relacionados guimicamente presentan patrones de
fermentacidn diferentes (115). Consecuentemente se podria esperar gue
las variaciones en la fermentacidn entre la amil®sa y la amilopectina
explicarian en parte las diferentes tasas de crecimiento micrebial que
se obtienen al utilizar uno u otre {o sus combinaciones} como sustrato
energético.

La Figura 3, donde se observan los cambios nctos en materia
seca microbial, solo confirma y da apovo a lo va discutido hasta este
punto en base a las Figuras 1 y 2. Los incrementos en la materia seca
micrebial son refiejo de los aumentos en la concentracitn de los micro-
organismos del rumen (48, 94) y &sta a su vez, es consecuencia de mayor
actividad en la sintesis de proteina microbial. La uniformidad en el
comportamiento de los tres parimetros seleccionados se manifiestan en
la similitud de sus tendencias observadas y en el hecho de que los pun-

tos m3ximos de las curvas se c¢ncouentran a valores de X1 muy similares
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(X‘l = (0,73 para ¥, max., X, = 0,747 para Y

1

3 5 Max. y X1 = 0,734 para ¥

3
max.). Dstos valores de X, corresponden a las proporciones de almiddn

1
sacarosa de 42,3/57,7, 42,8/57,2 vy 42,4/57,6, para fdsforo incorpora-—
do, nitrdgeno incorporado v materia scca micrcbial ncta, respectivamente.

En el presente trabajo los mayores indices de crecimiento micro-
bial se obtuvieron cuando ¢l porcentaje de sustitucifn de la energia de
la sacarcsa por almiddn fue de 42 por ciento (Figs. 1, 2 y 3). Lo ante-
rior se relaciona estrechamente con lo obtenido en experimentos . vAvC
por Ruiz v Ruiz (106), gqulenes encontraron que los valoras maximos de
retencidn de nitrBgeno se produjeron al sustituir un 40 por ciento de
la energia metabolizable total por energia metabolizable proveniente
de banano.

En el caso de animales en pastoreo, en iguales condiciones qgue
ios donantes del licor ruminal, se esperaria que las mayores gananclas
de peso se obtendrian al usar una rclacidn 40/60 de almidbn/sacarosa.
Lazarte (72} al suplementar en pastoreo con diferentes niveles de ha-
rina de yuca a vacas lecheras, encontrd que comparada a la produccidn
a base de pastoreo mas 3 kg de melaza/vaca/dia existia un aumento del
14 por ciente cn la produccidn diaria al suministrar 400 g de harina de
yuca/animal/diau Sin embargo, aumentos por encima de este nivel dismi-
nuyeron la producciom.

Este comportamiento podria c¢xplicarse en funcidn de la tenden-
cia cuadratica de los incrementos nctos del material microbial obtenidos
en ¢l presente trabaje (Fig., 3). La razdn de esto podria atribuirse a

una disminucidn en la sintesis de materia microbial debido a una
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acidificacidn del contenido ruminal producida al usar altos niveles de
almiddn on la racidn {29); tonicndc como consecuencia una disminucidn
en la capacidad fermentativa de los micreoorganismos y, por lo tanto,
disminuyendo la eficiencia de la utilizacidn de la 2nergia.

Tambiin es importante hacer notar que en el presente trabajo
los mayores valores observados, para los tres par@metros medidos (Cua-
dros 1A, 2A y 3A del Apéndice), se obtuvicron con la relacidn amilosa/
amilopectina 25/75, la cual es muy similar a la relacidn oxistente en
la harina de yuca (49), con lo cual fueron adaptados los animales para
@l presente trabajc v como se hizo notar previamente, fuc el alimento
suplementario en el trabajo de Lazartoe (72).

Los relativamentc bajos valores de prediccidn obtenidos, mani-
fiestan que en este tipo de estudios es nccesario ejercer el miximo cui-
dado en las operaciones de muestrco, adicidn de sustratos, preparacidn
de indculos y anflisis quimico. 8Sin embargo, dada la similaridad en
las tendencias de las respuestas en cuanto a P incorporade, N incorpo-
rado y masa microbial, pareciera gue este tipo de estudio es vilido vy,
decididamente, econdmico para lograr primeras aproximaciones sobre el
comportamiento animal ante manipulaciones nutricionales. A pesar de la
similaridad de tendencias en los tres parfmetros medides, los valores
de R? justificarian la tdcnica de incorporacidn de P, confirmando asi
evaluaciones comparativas de varios investigadores citados en la revi-

5idn de literatura.



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De los resultacdos obtenidos en el presente trabajo sce concluye

que 2

1. La utilizacidn de almidén en sustitucidn de azficares
solubles produce una mayer sintesis de material mi-
crobial.

2. 1a amilopectina es una fuente mas cficiente en promover
el crecimiento microbial que la amilosa.

3. La evaluacidn del crecimiento microbial con la técnica
de incorporacidn de fdsforo es mads confiable que las
téeonicas de incorporacidn de N y aumentos cn materia
seca.

Recomendaciones

1.

Se recomienda realizar el mismo trabajo variando las re-
laciones proteina verdadera-nitrdgeno no proteico.
gvaluar mediante exporimentos M VAVC los resultados ob-
tonidos en el presente trabajo y realizar la medicidn

de la tasa de pesaje de almiddén del rumen al tracto

posterior.
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6. RESUMDN

El presente trabajo se realizd cn la Finca Experimental Ganade-
ra, en los laboratorios de Nutricidn Animal y Suelos del Centro Agrond-
mico Tropical dc Investigacidn y Ensefianza (CATIE}, en Turrialba, Costa
Rica, y en 21 laboratorio dol Centro de Investigaciones Agronfmicas de
la Universidad de Costa Rica, San Jos&, Los objetivos fueron: evaluar
el efecto que tiene la relacidn almiddn/sacarosa, en el sustrato ener-
gético, sobre la produccidn de materia microbial ruminal 4h vifie y de-
terminar en qué medida se ve afectado el crecimiento microbial al variar
la relacién amilosa/amilopectina en la porcidn amilica.

Se utilizaron come animales donantes de licor ruminal tres no-
villos, con fistula permanento al rumen, los cuales se alimentaron con
pasto ad Libitfwn y una wezcla suplementaria de 1 kg de melaza, 0,5 kg
de harina de yuca vy 0,3 kg de harina de carne. Las muestras se tomaron
luego de mantener al animal 24 horas en aywno. Después de filtrarlas
a través de dos capas de lana de vidric, Cstas fueron transferidas anae-
rébicamente a tubos de incubacidn gue contenian: 11C mg de caseina,

100 mg de urea, 10 mg de celulosa, 10 ml de solucidn buffer y macromine-

39 B
ral, 1 ml de solucidén micromineral v 0,5 ml de HBJ POA*. Rdemas, se

les agregd 1 ¢ de sustrato encrgético de acuerdo a las difcrentes pro-

porciones de almiddn/sacarosa y amilosa/amilopectina en estudio.

Se usd un arreglo factorial 5 x 4 en un disefio irrestricto al

# Actividad especifica 200 mCi/mmd
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azar con tres repeticiones por tratamientc. ILos factores y niveles cone

- - . - . - 1 P
sidurados fuereon: X, = relacidon almiddn/sacarosa 0/90, 20/80; 30/70,

1
¥ 50/50; X2 = ralacidon amilosa/amilopectina 100/0; 75/25, 50/50, 25/75,
0/100. La influcncia de estas variablos sobre el crecimiento microbial
se evalud mediante la medicidn de los siguicntes pardmetros: a) incor-
poracidn de fdsforo (Y1), mg por ml de licor ruminal; h)
incorporacidn de nitrdgenc por los microorganismos (Y2), mg netos/ml de
licor ruminal; c¢) materia sccoa ruminal sintetizada {YB)’ mg netos/ml
licor ruminal.

La incorporacidén de fdsforo se incrementd al aumentar
1la proporcidn de almidén en el medio vy de amilopectina en ol almi-
ddn segiin la funcidn Y1 = 0,021 + 0.08%0 X1 - (,0050 X2 - 0,034 Xf +

2

2 - L] -
0,00005 X2 ;i (RT = 0,70 P< 0,01). La incorporacidn de nitrdgeno y la

sintesis de materia seca ruminal tuvieron respuestas similares y se

describen en las siguientes funciones: ¥ = 0,122 + 0,320 XT - (3,025 X2
2 2 2
- 0,214 X1 + 10,0024 X2 ; (R = 0.59, P < 0,01); vy Y3 = 1,76 + 3,32 X1 -
. , 2 2 2
0,25 %, = 2,26 X, + 0,0024 X3; (R” = 0,57, P £ 0,01).

Los resultados obtenidos permiten concluir que el uso de almi-
a@én en sustitucidn de azilicarss sclubles produce una mayor sintesis de
material microbial vy gque la amilopectina es una fuente mas eficiente en
promover 2l crecimiento microbial que la amilosa. Esto sugeriria que
fuentes ricas en almiddn, del cual una alta proporcidn sea amilopectina,
se podrian usar con mayor eficiencia en la produccidn animal que otras
fuentes de almiddn pobres cn amilopectina o fuentes de azlleares o celu-

losa.
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6a. SUMMARY

This study was carried out at the Livestock Experimental Station
and the Animal Nutrition and Soils Laboratories of the Tropical Agricul-
tural Research and Training Center (CATIE), in Turrialba, Costa Rica
and in the laboratory of the Agricultural Research Center of the Univer-
sity of Costa Rica, San Jos&. The objectives were: to evaluate the ef-
fect of the ratio starch/sucrose, in the energy substrate, on the micro-
bial ruminal material {in v{fno and, to determine to what degree micro-
bial growth was affected by varying the ratio amylose/amilopectin in
the starch portion.

Three permanently fistulated steers were utilized as donors of
rumen liquor. These steers were fed pasture ad Lib{fum with a daily
supplementation of 1 kg of molasses, 0.5 kg of cassava flour and 0.3 kg
of meat meal. Samples were taken after a fasting period of 24 hours.
The samples were filtered through two layers of glass wool, were then
transferred anaercbically to incubation tubes containing: 110 mg of
casein, 100 mg urea, 10 mg cellulose, 10 ml of a buffer solution and
macrominerals, j ml of a microminerals, and 0,5 ml of H3 32 Poé*. In
addition, 1 g of energy, substrate was added according to the different
proportions of starch/sucarose and amylose/amilopectin being studied.

The design used was a 5 x 4 factorial randomized blocks with

thiree replications per treatment. The factors and levels utilized wexe:

* Specific activity = 200 mCi/mmd



10 2 5
ratio starch/sucrosc, /20, 0/80, 3O/”?O, and O/50;

=
li

. 100 5
ratio amylose/amylopectin Ou/O, 7 /25, 50/50, 25/75; 0/100.

He
z

The influence of these variables on microbial growth was evaluat-
ed by measuring the foliowing parameters: a) incorporation of radioac-
tive phosphorus (Y1); mg per ml of zumen liquor; b} ilncorporation of
nitrogen by microcrganisms {Yz), mg net/ml of rumen liquor; ¢} rumen
dry matter synthesized (Y3) mg net/ml rumen liguor.

The incorporation of radicactive phosphorous increased as the
propeortion of starch in the media increased. This function can be des-
cribed as: Y1 = (3,021 + 0.05 X1 - 0.005 x2 - 0.034 X? + (.,00005 Xg H
(R% = 0.70 P<0.01).

The incorporation of nitrogen andé the synthesis of ruminal dry
matter gave similar responses and were descriked by the following func-

2
tions: ¥_ = 0.122 + 0.32 ¥_ - 0.035 £, - 0.214 X? + 0.00024 Xf i

2 1
2 2
(R = 0.59, P<0.07); and ¥, = 1.76 + 3.32 X, - 0.25 X, - 2.26 X+
2 2
0.0024 X, (R™ = 0.57, P<0.01).

he results obtained indicate that use of starch substituting
for soluble sugars producc a greater microbial synthesis and thet amy-
lopectin is more effective than amylose in the promotion of microbial
growth. This suggasts that sources rich in starch, especiaily those that
have a high proportion of amylopezctin, can be used with greater effi-
ciency in animal production than cther sources of starch deficient in

amylopactin or sources of sugars or callulose.
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