PROTEOLISIS EN LOS ENSILADOS Y SU
VALORACION

Por M. E. de la Concha Vazquez (1)
M.aC. Carpintero Gigosos (2)

1. Experimentos «in vitro» del metabolismo del nitréogeno en el
rumen. Estudio de la lisina asimilable.

INTRODUCCION

El metabolismo del nitrégeno en el rumen se caracteriza fundamentalmente por la
velocidad de la proteolisis, la cantidad de proteina microbiana sintetizada y cantidad
de proteinas intactas que pasan por el rumen sin degradar.

Es frecuente aprovechar la capacidad de sintesis de las bacterias del rumen, y aun
siendo la proteina microbiana formada de buena calidad. no cubre los requerimientos
de produccion y rendimiento del animal, y por lo tanto seria ventajoso proteger las
proteinas de la dieta de su desdoblamiento en el rumen, sin que esta proteccion afecte
su posterior digestibilidad en el intestino, asi como mejorar las condiciones de la con-
version del amoniaco con miras a lograr una mayor tasa de sintesis de proteina.

La forma mas frecuente de proteger estas proteinas de su degradacion en el rumen
es tratandolas quimicamente para reducir su solubilidad.

Hasta ahora la utilizacion de conservadores en los ensilados se orientaba solamente
hacia una mejora de la fermentacién y una conservacion de su proteina. Actualmente.
el interés s¢ centra en que el conservador actie ademds protegiendo esta proteina de
su degradacion en el rumen.

El andlisis de aminodcidos como método de predecir el valor nutritivo de una pro-
teina. no siempre se ha correspondido con los valores reales obtenidos. Los procesos a
que puede haberse sometido esta proteina puede hacer dudosa la interpretacion de los
resultados obtenidos. al obtenerse un valor total de aminodcidos mas alto que el que
corresponde a su valor nutritivo.

En este sentido se ha orientado este trabajo.

(1) Dpto. de Produccion Animal.
(2) Estacion Agricola Experimental del C.S.1.C. Leon.
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MATERIAL Y METODOS

La digestibilidad de la proteina en los ensilados ha sido medida combinando ¢l pro-
cedimiento «in sacco» con un estudio «in vitro» en el laboratorio.

El esquema seguido es, en esencia, andlogo al procedimiento «in vitro» de Tilley )
Terry 12, para medir la digestibilidad de la materia seca de los forrajes. En el método
seguido por estos autores, la muestra en una primera fase es digerida en liquido rumi-
nal, y posteriormente, el residuo indigestible es incubado con pepsina acida. La digt‘f}'
tibilidad del forraje se calcula a partir de la materia seca inicial y el material indigesti-

ble final. Este esquema es el que hemos seguido para medir la digestibilidad de la pro-
teina.

a) Degradacion en liquido normal

Una forma de medir la degradabilidad de la proteina «in vitro», teniendo en cuenta
la actividad proteolitica del rumen, es incubar las muestras en el laboratorio con liqui-
do ruminal. Hay dos sistemas posibles: continuo y discontinuo. En el primero los pro-
ductos formados en el fermentador se van eliminando a medida que se producen.
mientras que en el segundo permanecen en €l. Este procedimiento discontinuo. por su
simplicidad, es el que hemos adoptado.

Las muestras utilizadas para todos estos estudios «in vitrom» procedian de los cnsi!q—
dos de los trabajos de la parte I. La muestra liofilizada fue molida a un tamafio méxi-
mo de particula de 1 milimetro.

_Se_ pesaron 0.5 gramos de muestra seca media para cada tipo de ensilado. por cua-
triplicado, en bolsas de nylon de un tamafio interior de 5 x 6 cm. aproximadamente.
Las bolsas fueron cerradas con una doble costura y suspendidas mediante hilo. tam-
bién de nylon, en tubos de centrifuga de 11 x 3.5 cm. provistos de una valvula de bun-
sen. Para evitar que las bolsas flotasen en el liquido ruminal, se colocé un contrapeso
en el fondo de cada bolsa.

.El liquido ruminal fue preparado mezclando por cada 40 mililitros de saliva artifi-
cial McDougall 10 mililitros de liquido ruminal, extraido de ovejas fistuladas 2.5 ho-
ras despuéis d_e haber comido heno de alfalfa. De esta mezcla, una vez gascada con
CO ., se anadieron 50 mililitros a cada tubo. Estos tubos, con las muestras vy ¢l liquido

Lummal, se colocaron en una estufa a temperatura constante (39 = 1°C) durante 48
oras.

Al fi
gidas e
nitrog

nalizar este periodo de tiempo, las bolsas fueron sacadas de los tubos y sumer-
N agua corriente durante diez minutos para eliminar las fracciones solubles dc
eno. Dos de las bolsas, de cada tratamiento, se secaron a temperatura ambiente
¥ con las otras dos se sigui6 el tratamiento posterior. ;

El contenido en nitrégeno no degradado en el rumen de las bolsas secas fue determi-
nado por el método de Kjeldahl.

b) Digestibilidad en la pepsina/HCL

La digestibilidad de 1a proteina en pepsina acida fue determinada incubando las bol-
Sas que contenian el N-no degradable en el rumen, en tubos iguales a los utilizados en
el caso anterior. Se afadieron a cada tubo 50 ml. de pepsina (1:10.000) al 0.1% en dci-
do Qlorl'_ridrico 0.1 N. Estos tubos se colocaron en una estufa a 39°C durante 48 horas.

Finalizado este proceso las bolsas fueron extraidas, lavadas en agua corriente y el
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N-no digerido fue determinado por el método de Kjeldahl de igual forma que en el
caso del rumen.

En cuanto respecta al estudio de lisina asimilable hay que decir que existen varios
métodos quimicos para determinar estas unidades que son el residuo de lisina en el
cual el grupo -amino esta libre *. El método que aqui hemos utilizado es el de Kaka-
de®. en el que el dcido trinitro-bencesulfonico reacciona con los grupos amino libres
de proteinas para formar trinitrofenilderivados. La concentracion de -TN-fenil-lisina
fue determinada espectrofotometricamente a 346 mu de longitud de onda.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados encontrados en el estudio de la digestibilidad de la proteina de ensi-
lados de gramineas v leguminosas sin conservador. se dan en la tabla 1. .

Los ensilados los henos, son los productos empleados en la alimentacion animal
que contienen proteinas de nivel mas alto de digestibilidad en el rumen, 50-90% del
N.T 10 Estos valores varian naturalmente segtin los distintos procedimientos de me-
dida utilizados.

En los ensilados sin conservador los valores de la degradabilidad del nitrogeno me-
didos «in vitro» en bolsas de nylon suspendidas en el liquido ruminal, oscilan cntrc-—iO
v 75% del N-insoluble para la alfalfa y el trébol blanco, respectivamente en los ensila-
dos de leguminosas. Este intervalo va desde un 68 para la festuca a un 72% para el
dactilo en los ensilados de gramineas. .

En el ensilado de alfalfa la degradabilidad referida al N-total es dg 87%, mientras
que solo es del 40% la referida al N-proteico. En el proceso I'ermcmaln'c_) dF este ensi-
lado una parte considerable de la proteina total ha pasado a formas de nitrogeno 501}1‘
ble. v el N-proteico mostrd resistencia a su degradabilidad en el rumen. HemOS prefe-
rido expresar los resultados en % de la proteina verdadera, en lugar de referirlos al N_—
total de la muestra. ya que siempre partimos de muestras de ensilados c{oude la protei-
na ha sido protegida vy por ello nos parece mis representativo tomar esta como refe-
rencia. ] :

La proteina en los ensilados de trébol violeta, aunque s¢ conservo mejor en el 5110.
resulté ser menos degradada en el rumen que la procedente de los ensilados de trébol
blanco. Existié menos variabilidad entre los valores de la proteina no degradable de
las gramineas (de 68 a 72%). ; "

La disgestibilidad de esta proteina no degradada en el rumen fue mcdlda't‘n. pepSlﬂ‘I
acida. Los valores encontrados para los dos ensilados de trébol son Drﬂciwa}‘“?”“
iguales, 10% para el trébol blanco v 12% para ¢l trébol violeta, aunque en este ultimo
¢l N-digestible final dio valor de 24% frente al 15% del trébol blanco. En el caso de 13
alfalfa, la proteina no degradada en el rumen fue digerida en pepsina mads cﬁc;zzmcnlt]
que la de los tréboles y la fraccion de N-indigestible resulto del mismo orden que €n €
trébol violeta. ; ami

La digestibilidad en pepsina, de la proteina no degradable de los C"’“"_lad_os d‘." gml_‘nl-
neas. estd comprendida entre un 13% y un 16% y los valores de N-indigestible son
practicamente iguales para las diferentes especies.

d «in vitro»

La tabla Il muestra los resultados obtenidos al estudiar la digestibilida o
ife-

de la proteina, en ensilados de una gramineca y una leguminosa conscrvadas con
rentes aditivos.

Al determinar la digestibilidad de muestras de ensilados conservados con diferentes
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aditivos, estamos midiendo la digestibilidad de proteinas protegidas por el mismo adi-
tivo utilizado al ensilar.

En los ensilados de gramineas partimos, para medir la digestibilidad «in vitro», de
una proteina eficazmente protegida (P <0.01) por el formaldehido o el calor a 1 10°C
en combinacion con el 4cido formico. La degradabilidad en el liquido ruminal de esta
proteina conservada con formaldehido fue considerablemente menor, pasando d_c un
valor de 75% en los silos conservados con dcido formico a un 46% en los protegidos.
ademds, con formaldehido. El efecto de proteccion del calor a 110°C del ensilado con
acido formico + calor, no se tradujo, sin embargo en una proteccién en ¢l rumen (86%
de degradabilidad). El tratamiento con calor insolubilizd la proteina (P < 0.05) en ‘cl
silo pero no evitd su degradacién en el rumen a 55°C, aunque si tuvo un pegueno
efecto en el tratamiento a 110°C (74%). _ N
La proteina no degradable en el rumen, por el efecto protector del formaldehido utili-
zado al ensilar, fue digerida un 43% en pepsina-acida sin que se observen pérdidas ex-
cesivamente altas de N-indigestible. La protegida solamente por el calor a | 10°C fue
también digerida a un 24% v sélo un 2% aparece como N-indigestible.

En los ensilados de leguminosas partimos igualmente de proteinas eficazmente pro-
tegidas (P <0.05) por el formaldehido y el calor a 110°C frente al resto de los trata-
mientos. Cuando medimos su degradabilidad en el liquido ruminal, el efecto de pro-
teccién fue muy elevado para el tratamiento con formaldehido (31%) v el calor a
110°C (39%) frente a un 76% de degradabilidad en el caso del ensilado conservado con
el dcido férmico solamente. Esta degradabilidad fue también muy baja (28%) cuando
el calor era el unico tratamiento y a la temperatura mas elevada (110°C). .

La digestibilidad en pepsina acida de estas proteinas no degradadas cn el rumen. fue
muy alta para los tratamientos con formaldehido (47%) y el calor a 110°C (42%). _LHS
protegidas solamente por e! calor a 110°C, fueron también en gran parte, dig,.crtdas
(35%) aunque un posible efecto nocivo del calor se manifiesta por el alto contenido en
N-indigestible.

En general se observod que el N-indigestible de las leguminosas fue siempre superior
al de las gramineas.

El efecto positivo del formaldehido en la proteccion de la proteina en cuanto a su
degradacién en el rumen, ha sido confirmado recientemente por varios autores Fist L,
Las uniones resistentes que el formaldehido forma con la proteina son poco degrada-
das en el rumen del animal, pero pueden ser hidrolizadas posteriormente en pepsina-
acida y representarian proteina digestible en el intestino. .

Un incremento en la dosis de formaldehido puede dar lugar a una superproteccion y
a afectar negativamente no sélo la ingestion por el animal, sino también su digestibili-
dad. Wilkinson 7, propone utilizar en la preparacion de los ensilados, dosis de 3 a 5
gramos/100 gramos de proteina como adecuadas para que no se produzcan efectos no-
civos, y Amould 2 recomienda la utilizacién conjunta de acido formicao y formaldehi-
do en dosis de 2 a 3 gramos/100 gramos de P.B. en el que el papel del dcido seria favo-
recer la fermentacion del ensilado v el del formaldehido, a estos niveles, practicamen-
te s6lo proteger la proteina.

El efecto del calor es andlogo al del formaldehido, y cuando la temperatura cs exce-
siva, insolubiliza la proteina en el rumen, pero puede producir una reduccion de la di-
gestion enzimdtica y aumentar el N-fecal. En estos experimentos existen indicios de
que el efecto del calor s6lo y cuando la temperatura llegd a 110°C en los ensilados de
leguminosas fue el responsable de que el N-indigestible fuese tan alto.

En el estudio de la lisina asimilable, los resultados obtenidos vienen dados en las ta-
blas Il y IV. Los contenidos en lisina asimilable de los ensilados de leguminosas sin
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conservador estudiados por nosotros son mas bajos (P <0.01) que en los de grami-
neas.

La proteccion de la proteina producida por el formaldehido y especialmente por el
calor, es contrarrestada algunas veces por una disminucion en la digestibilidad v valor
biolagico de algunos aminodcidos. La lisina puede ser uno de los mas afectados.

En los ensilados conservados con acido formico + calor a 110°C (tabla III), el conte-
nido de lisina fue reducido considerablemente (P <0.01) con respecto al resto de los
tratamientos, tanto en leguminosas como en las gramineas. El calor solo no ha tenido
efecto en la reduccion de la lisina asimilable como se esperaba, lo que nos induce a
pensar que seran necesarios posteriores estudios aclaratorios.

El hecho de que la proteina pase a través del rumen sin degradarse y llegue al intes-
tino. no siempre indica necesariamente que ésta es suficientemente digerida y que su-
ministre ¢l adecuado nivel de aminodcidos necesarios para nuevas sintesis proteicas
por ¢l animal. La absorcion del aminoacido lisina disminuy6 al aumentar las dosis de
formaldchido en estudios realizados sobre la absorcion de aminodcidos en el intestino
de ovejas. utilizando isotopos radiactivos como marcadores de estas proteinas 3.

RESUMEN

Los estudios «in vitro» para evaluar la calidad de la proteina se realizaron sobre
muestras de ensilados sin conservador de cuatro gramineas (dactilo, festuca. ray-grass
inglés y ray-grass italiano) v tres de leguminosas (alfalfa, trébol blanco y trébol violeta)
v de ensilado de ray-grass italiano v trébol violeta conservados con diferentes aditivos
procedentes del trabajo de la parte L. ., e

La proteina por efecto del formaldehido fue protegida de su degradaglor} en el liqui-
do ruminal, siendo esta reduccién del 29% en el ensilado de ray-grass italiano y de =
45% en el de trébol violeta. La digestibilidad enzimatica posterior aument6 en un 40%
en el caso de ensilado de la graminea y en un 37% en el de la leguminosa. ,

El dcido formico y calor (a 110°C) en el ensilado de graminea no protegio 1 Pl
na de su degradacién obteniéndose una degradabilidad del 860/9 mientras que en la lg-
guminosa si tuvo un efecto positivo reduciéndose su degradabilidad posterior en pepsi-
na en un 32% respecto al tratamiento testigo. . oo

El calor utilizado sin otro aditivo produjo una superproteccion de la proteina incre-
mentandose el N-indigestible final. ) e T .

Sobre los mismos ensilados en los que se realizaron los estudios «n vitro» se anali-
z6 el contenido en lisina asimilable, siendo ésta significativamente mas i?aja (P <0.01)
en los tratamientos con dcido formico y formaldehido y dcido formico y calor (a
110°C) que en el resto de los tratamientos tanto en la leguminosa como en la grami-
nea.
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TABLA 1 TABLAIII

Digestibilidad «in vitro» de la proteina en muestras de ensilados sin conservador Contenido en lisina asimilable de ensilados sin conservador
EE S ESCESEEEEEEEE N EEEE R SR E S CEE N EE S S SR =SS S =SS S =SS CSECSES SRS =S=S=SSSSSS=SSS=sSsssS=28F
ENSILADD DIGESTIBILIDAD

Ligquido ruminal Pepsine

tndigesti. . lisina asimilable/
B s ORI s s OO s iyt | Tipo de muestra = /10 tei
N-Insol N-no degrade Dig.N (%  N-no digeri Dig.N (% % NI % NI /100 g. proteina
(% M.S) hle(% M.5.) N-Insol) de (% MS) N-=Insal)
LEGUMINOSAS b
A s - e o — R RILFEIFE ssnsunicvssssanssssssensasisess Q977
T. blanco 1.838 0.LED 75.0 0.270 10.3 4sa gl
T. violeta 1.584 0.570 64.0 0.380 12.0 24.0 13.5 TPEHAL H1ANACH s os svesms sis sis & 506 aes sy & EI.L}GL\E
GRAMINEAS
- A a
Dactilo 1.272 0.375 70.5 0.180 15.3 w2 8.8 TEEEnT, GIN1EER . s vesas ow ow s os aesew s Heahd]
Festuca 1,146 0.370 €8.0 0.190 15.7 6.6 11.2
R. inglés 1.190 0.340 71.4 0,780 2.6 5.9 11.1
R. itelieno 1.301 0.400 69.3 0.220 13.8 16.9 2.4
e e o o o I L e o e S e O e T A G pree e R . C
Dactild cceccccscccssncasccccscsacsass 1.020
TABLA II

C
. i, - . Featiligd ssssssssamansisnssndsnsvenms luele
Influencia del conservador sobre la digestibilidad «in vitro» de la proteina de los ensilados

h
e e S rwmsssEsERsAEE R SRR S S S S B ST R RS B S e s s s Ray-grass 1inglés cccecscccscccssass 1.607
ENSILADD DIGESTIBILIDAD v g g :
_Liquidu ;Lm_ln_al_____________;’;;;s_i_n; ------- N-indigestd. . . d
g e oo = Ray~drasys 13aliana scsssessssnssaens o208
N-Insol N-no degreda Dig. N(% N-no diger Dig.N (% % NI % ONT
(% Ms) ble (% M.5.7 N-Insol) do (% MS)” N-Insol)

GRAMINEA Ray-grass italiano

Ac. Férmico 1.092" 0.269 75.4 0.222 0.3 20,1 B.6
a8 . rd .
fic. férmico+formalina ‘--753IJ 0.954 45.9 0.199  42.8 M3 7S a, b, ¢, d, h, valores con diferentes subindices en la
Rc. formicoscalor 550C  1.661 0.241 85.3 0.162 4.8 9.9 6.7 .
fc. a . . . .
= fGrdcoroalor MDRG! 2. 24 e DA 2 A8 “get columna difieren significativamente - -
Calor 550 C 1.646° 0.278 83.1 0,120 9.6 7.3 4.9
Calor 1100 C 1.397° 0.370 73.5 0.031  24.3 2.2 2 (P<0.01)
LEGUMINOSA Trébol violeta
Ac. fbrmico 2.0869 0.500 76.0 0.287 0.2 13.8 9.0
Rc. Férmico+formalina 2.402% 1.658 31.0 0.523 47.2 21.7 17.2
Ac. Formicoscalor 5seC  2.0489 0.482 76.5 0.454 1.4 22.1 L.y
fc. férmicorcalor 1900C . 2.402° 1472 38.7 0.463  42.0 9.3 .
Getoy SS0iE 1.9849 0.639 67.8 0.440 0.0 22.2 13.9
Calor 1100 ¢ 2.1709 1.565 27.9 0.801 35;2 36.9  Zh.b

0 ‘E';lm‘eﬂ con diferentes subindices en una columna, pare cada especie, difieren significativamente
<0.01)

g,9 . \(rglurea con diferentes subindices en una columna, pars cada especie, difieren significativamente
<0.05)
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Efecto de | ervadore ene;r:BtLA'c:v n lisina asimilable de ensilados PROTEIN BREAKDOWN IN SILAGES TO PREDICT THE
ecto de los conservadores ontenido en lisina as ados NUTRITIVE VALUE OF SILAGES

g lisina asimilable/

Tratamientas 7100 o proteing il. Nitrogen metabolism in the rumen by «in vitro» study.
Available lysine studies.
GRAMINEA
SUMMARY

BEAAE ROTHEGE as e sos 64 s 5 08 5 o as 5 1 2270

Acido FATmico+formaling ec.eceeeeceeesas O 514313 The aim this work was to evaluate the protein quality of several silages by «in vi-
tro» study.

Acidg FArmico+calol 552 C wveeeeeceee. 0.875°2 This work contain two different parts: on one hand we study the protein degradabi-
lity and digestibility of 7 types of silage conserved without additives. The silages were

Acido FArmico+calaTlT 1109 C veeeveeeeees 0O 527[3 made from 3 legumes (Medicago sativa, var. Europa, Trifolium repens, var. California
ladina, Trifolium pratense. var. Paramo) and 4 grass (Dactylis glomerata, var. Lana

RALOD BEE L e vas mw was ssn o o6 sove wu sw o s HaBIES Roskilde. Festuca arundinacea, var. Raba, Lolium perenne, var. Belida and Lolium
multifloruimn, var Sabalan).

CAlor 1109 € cveeevceocoeccnaccanceaaee D.99a% On the other hand we study the effect of same additives from the ruminal part I. on

2 types of silages. one grass. italian fyegrass and one legume red clover.
The effect of the formaldehyde was to protect the protein from the ruminal degrada-
LEGUMINOSA tion. This reduction was about 29% on the ryegrass and about 45% on the red clover
silage.
The digestibility on pepsin was increased by the effect of the formaldehyde about

Acida TATMICO eeeecccccccanccaccaaaaas 0.698°7 : :
40% on the grass and 37% on the leguminous silage.

Acida FATMicO+fOrmMaling eeeceececeeessas O .hS‘CIh The formic acid and heat treatment did not have any protection effect on the grass
silage protein, being the degradability of the protein about 86% whereas on the legu-
Acido FOrmico+Ca8l0T 559 C vvecesccesee 0.725°2 minous silage this treatment had a positive effect reducing the degradability at the rate
of 37% and increasing the ulterior digestibility on pepsin about 32% compared whith
Acida férmico+calor 1102 C eeeveeeee.. 0.593° the control silage. N
The effect of heat treatment, used whithout any other additive, was the superprotec-
5 10 1a ) i W - NI ¢« 0. | — o b tion of the protein increasing the final indigestible nitrogen. o
The available lysine contain was also estimated on the same silages from «in vitro»
Ealion (AADE B siean ins on sma s smsis wn s 027027 study. It was significantly lower (P <0.01) whith the formic acid and formaldehyde

treatment as well as the treatment of formic acid and heat compared with the rest of
the treatments.
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PROTEOLISIS EN LOS ENSILADOS Y SU
VALORACION

Por M.a C. Carpintero Gigosos (1)
M.¢ E. de la Concha Vizquez (2)

III. Metabolismo del ensilado de alfalfa en el rumen. Experi-
mentos «in vivo»

INTRODUCCION

En los rumiantes el proceso de la fermentacion ruminal precede al de la digestion
gdstrica. En €l se utilizan como sustratos tanto los componentes estructurales del fo-
rraje como los formados en la fermentacion sufrida durante el proceso de ensilaje. Asi,
las proteinas, carbohidratos y todos los demas sustratos fermentables serdn converti-
dos simultdneamente a dcidos grasos voldtiles (A.G.V.), metano, diéxido de carbono,
amoniaco y proteina microbiana.

La produccion de amoniaco en el rumen se relaciona con la utilizacién de la protei-
na en la dieta > '°. Cuando ésta tiene como base el ensilado conservado con diferentes
aditivos, el grado de proteolisis en el silo y la proteina protegida obtenida va a modifi-
car el ritmo de fermentacion de ésta en el rumen del animal, asi como su grado de uti-
lizacion.

La formacion en el ensilado de dcidos grasos voldtiles y su concentracion, puede ser
modificada por la utilizacién de un conservador adecuado. En el rumen del animal
alimentado con estos ensilados la degradacion de los carbohidratos a dcidos. y sus re-
conversiones metabolicas, pueden originar una relacion de concentracion acético-
propionico mas adecuada desde el punto de vista nutricional de estos ensilados.

En este trabajo se pretende conocer el metabolismo ruminal de ensilados de alfalfa y
el efecto de los conservadores utilizados en ellos.

(1Y Estacion Agricola Experimental del €. S.1.C. Leon.
(2) Departamento de Produccion Animal.
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