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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar si la inclusién en la dieta del extracto de
tanino de Acacia mearnsii (TA) o el cambio del momento de pastoreo de la mafiana
a la tarde tendria un impacto en la particion de N en las vacas lecheras que pastan
raigras junto con racion totalmente mezclada (RTM). Se utilizaron nueve vacas
lecheras de raza Holstein con 197+12 dias de lactancia, en un disefio experimental
de cuadrado latino 3 x 3 por triplicado, realizado a lo largo de tres periodos
experimentales de 22 dias. Los tres tratamientos consistieron en: pastoreo de
mafiana y RTM de tarde (AM), pastoreo de mafiana y RTM de tarde con adicion de
159 de TA/kg de MS (AMt), y RTM de mafiana y pastoreo de tarde (PM). Los
tratamientos no afectaron el consumo de N, la digestibilidad del N, ni las excreciones
de N en leche, heces o las excreciones de N total. Sin embargo, tanto AMt como PM
redujeron las excreciones urinarias de N en un 8,0 y 7,4 % respectivamente (P
<0,05) y a su vez el N ureico en los tratamientos AMt y PM fueron menores que en
AM (P <0,05). En consecuencia, la relacién N urinario/N fecal fue menor (P <0,01).
Se concluye que la inclusién de bajas cantidades de TA en la RTM o el pastoreo por
la tarde fueron estrategias efectivas para reducir la excrecién de N urinario en vacas
lecheras en lactancia media.



2. SUMMARY

The aim of this study was to evaluate whether the including Acacia mearnsii tannin
extract (TA) in the diet or changing the grazing schedule from morning to afternoon
would impact on N partitioning in dairy cows grazing ryegrass combined with total
mixed ration (TMR). Nine lactating Holstein cows with 197+12 lactation days were
used in a triplicate 3 x 3 Latin square trial, conducted through three experimental
periods of 22 days. The three treatments consisted of: morning grazing and
afternoon TMR without TA (AM), morning grazing and afternoon TMR added with 15
g TA/kg of dry matter (DM) (AMt) and morning TMR without TA and afternoon
grazing (PM). Treatments did not affect the intake of N, the excretion of N in milk and
feces, the N digestibility or total N in manure. However, both AMt and PM reduced
the total N urinary excretion by 8.0 and 7.4% respectively (P <0.05) and in turn the
urea-N excreted in urine in the treatments AMt and PM were lower than in AM (P
<0.05). Consequently, the urinary N to fecal N ratio was lower (P <0.01). It is
concluded that the inclusion of low amounts of TA in the TMR or grazing in the
afternoon were effective strategies to reduce the excretion of urinary N in dairy cows
in middle lactation.



3. INTRODUCCION

Uno de los objetivos de la nutricibn de rumiantes es proporcionar la cantidad de
nutrientes que el animal necesita para alcanzar un determinado nivel de produccion
(Keim y Anrique, 2011). Cualquier deficiencia o desequilibrio de nutrientes en la dieta
puede provocar una disminucion de la produccion, mientras que un exceso de los
mismos puede implicar pérdidas que afectan los costos de produccion, a los
animales y a el medioambiente (Pacheco y col., 2008).

En los sistemas lecheros a pastoreo el suministro de nitrogeno (N) es generalmente
desbalanceado, y consecuentemente la eficiencia del uso del N alimentario (EUN)
para la produccion de leche es usualmente inferior al 30% (Powell y col., 2010), lo
que representa pérdidas significativas de N a través de las excretas. EI N excretado
en orina y las heces del ganado lechero contribuye a la contaminacion ambiental,
como amoniaco (NHs) y 6xido nitroso (NOy) en el aire, o como nitrato en el suelo y
en las aguas subterraneas (Tamminga, 1996). Ademas, dentro del N excretado, el N
urinario es mucho mas volatil y susceptible a pérdidas en forma de gas que el N
fecal (Dijkstra y col., 2013).

Debido a los efectos negativos de la baja EUN, el sector lechero esta bajo una
creciente presion para ajustar la alimentacion en el ganado, a fin de reducir las
pérdidas de nutrientes en el medio ambiente (Wattiaux y Karg, 2004). En
consecuencia, en los ultimos afios ha habido creciente interés en estudiar diferentes
estrategias nutricionales y/o de manejo que permitan mejorar la EUN y reducir las
excreciones de N en la ganaderia lechera.

El ajuste del contenido de proteina a las necesidades de los animales permite
mejorar la EUN (Hoekstra y col., 2007), sin embargo, en sistemas lecheros a pasto
el ajuste del contenido de proteina del forraje se vuelve dificil, pues implica,
consecuentes pérdidas en la calidad del pastoreo. En este sentido, la incorporacion
de racion totalmente mezclada (RTM) en sistemas pastoriles se ha mostrado como
una estrategia de alimentacion con potencial para mejorar la EUN aumentando el
consumo de nutrientes y la produccion individual (Bargo y col., 2002ab). Ademas, la
incorporacion de pasturas en la dieta basada en RTM permite niveles de ingesta y
produccién similares a las dietas RTM sin afectar las respuestas digestivas ni la
excrecion de N (Santana y col., 2016, Mendoza y col., 2016ab, Dall-Orsolleta y col.,
2016; Perez-Ruchel y col., 2017). Sin embargo, en las vacas lecheras alimentadas
con dietas que combinan pastos con RTM, la conversion del N alimenticio en N de la
leche varia de 19 a 27% (Bargo y col., 2002a; Mendoza y col., 2016b; Pastorini,
2019), valores que se encuentran por debajo del limite superior tedrico para la
utilizaciéon de N en vacas lecheras (43%, Dijkstra y col., 2013). Esto sugiere un
margen significativo para mejorar la EUN y reducir las pérdidas urinarias de N. En
este sentido, los resultados de estudios previos indican que existen dos alternativas
de facil aplicacion en dietas que combinan pastoreo con RTM, que son promisorias
para mejorar la EUN de los animales y que no implicarian una reduccion en el aporte
de N de la dieta: 1) el uso de taninos para reducir la degradabilidad de la proteina en
el rumen y aumentar el flujo de proteina alimentaria al duodeno; 2) el manejo del
horario de pastoreo para aumentar la oferta de carbohidratos solubles (CS) en el
pastoreo y favorecer la sintesis y el flujo de proteina microbiana al duodeno. Sin
embargo, la informacion sobre los efectos de estas estrategias sobre la particion del
N es escasa. Ademas, la mayoria de los experimentos que reportan el uso de estas
estrategias fueron conducidos con vacas lecheras bajo dietas RTM o pastoreo con o
sin suplementacion. Sin embargo, no existen estudios en vacas lecheras
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alimentadas con dietas mixtas que combinan pastos con RTM. Siendo asi, el foco de
estudio de esta tesis sera la evaluacion de estas dos estrategias con potencial para
mejorar la EUN y reducir el impacto ambiental negativo de la ganaderia lechera.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 — Metabolismo y excrecion del N en sistemas de produccion de leche a
base de pasturas templadas:

En sistemas de produccion de leche en base a pasturas templadas, usualmente los
animales consumen dietas con altos contenidos de proteina bruta, que a su vez
presenta una alta solubilidad y degradabilidad a nivel ruminal (Repetto y col., 2005).
En esta situacion nutricional, la proteina que llega al rumen es rapidamente
hidrolizada por proteasas extracelulares a péptidos y a AA para luego entrar en la
célula bacteriana. Estos AA pueden ser incorporados en proteinas bacterianas o ser
desaminados y metabolizados a AGV, CO, y NHs, que son liberados al medio
extracelular (Kozloski, 2011). Sin embargo las bacterias ruminales sintetizan la
mayor parte de sus proteinas a partir de AA sintetizados “de nuevo” a partir de NHz y
a-cetoacidos (AGV de cadena ramificada consecuencia de la desaminacion de AA
de cadena ramificada).

En la situacion nutricional mencionada inicialmente, la produccion de NH3 supera la
capacidad de captacion por parte de las bacterias, lo que resulta en un aumento de
la concentracion de NH3; en el contenido ruminal. EI NH3 se absorbe por difusion
pasiva, por lo que este proceso es altamente dependiente de su concentracion en el
rumen. El NH3 absorbido pasa a la sangre portal y se conduce al higado donde se
capta y se metaboliza. Ingresa en la mitocondria del hepatocito, donde entra via
carbamoil-fosfato en el ciclo de la urea (Kozloski, 2011). En los sistemas a pasto,
alrededor de un 30% del N ingerido se excreta en forma de urea en la orina
(Lazzarini, 2010), donde a su vez representa el principal compuesto nitrogenado
(Bristow y col., 1992). Entonces, cuando el N se consume por encima de las
necesidades de los animales hay un aumento en las excreciones de N
principalmente en la forma de urea en la orina (Hoesktra y col., 2007). En un
experimento con vacas lecheras en pastoreo (Tas y col., 2006) se reportaron
excreciones de N urinario que correspondieron al 57% del N ingerido. En los
estudios con vacas lecheras alimentadas con dietas que combinan pastos con RTM,
las excreciones de N urinario correspondieron entre el 28 y el 46% del N ingerido
(Mendoza y col., 2016b, Pastorini, 2019), valores que ponen de manifiesto a la baja
eficiencia del uso del N alimenticio.

Por lo tanto, mejorar el uso de la proteina alimentaria, reduciendo sus pérdidas en
forma de N y urea en la orina, es muy importante ya que la proteina es un nutriente
con un costo econémico comparativamente mas elevado que la energia. Ademas, la
transformacién de NH3 a la urea involucra procesos metabdlicos que generan un
costo de energia para el animal (Reed y col., 2017). Los excesos de N en la dieta
también estan asociados a problemas reproductivos (Butler, 1998; Gehman y col.,
2006), a efectos negativos sobre la calidad de la leche y sus derivados (Martin y col.,
1997; Bendall, 2001), y la contaminacion del medio ambiente, principalmente a
traves de las excreciones del N urinario (Pacheco y col., 2008).
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4.2. Estrategias para mejorar la EUN
4.2.1. Utilizacion y mecanismo de accion de Taninos:

Los taninos son compuestos polifendlicos de origen vegetal. Estos compuestos
poseen uno 0 mas de un anillo aromético y grupos carboxilos y oxidrilos libres, con
los que reaccionan entre ellos y con otros compuestos quimicos como por ejemplo
las proteinas. (Makkar y col., 2003).

Los principales mecanismos de interaccidon con proteinas son los siguientes: 1) por
enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de los restos fendlicos de taninos y
oxigenos de acoplamientos de péptidos de las proteinas; 2) por interacciones
hidrofébicas entre los anillos aromaticos de los compuestos fendlicos y las regiones
hidrofébicas de las proteinas (Frutos y col.,, 2004). Estos complejos taninos-
proteinas alteran la estructura secundaria de la proteina dificultando el acceso de las
bacterias a la degradacion. Ademas, se citan otros mecanismos para reducir la
degradabilidad de la proteina: interactian con enzimas y afectan el proceso de
adhesion de las bacterias. Como ambas interacciones son reversibles a pH mayores
que 8 o menores que 3.5, en el abomaso (pH=2.5) y en el duodeno (pH=8) estos
complejos taninos-proteinas se disocian (Frutos y col., 2004), permitiendo la
liberacién de AA. Por lo tanto, con esta estrategia se busca reducir la produccién de
NH; en el rumen y aumentar el flujo de proteina alimentaria al duodeno.

En varios ensayos se observaron resultados positivos y negativos con el uso de
taninos en la alimentacién. Estos resultados, tanto positivos como negativos,
dependen principalmente del nivel utilizado en la dieta y el tipo de tanino (Mueller-
Harvey, 2006; Waghorn, 2008), pero también de otros componentes de la dieta, de
la especie y de la fisiologia del animal consumidor (Hagerman y Butler, 1991). En
general, entre los principales efectos negativos encontramos la disminucion del
consumo Yy de la digestibilidad del alimento, que usualmente afectan negativamente
a la produccion (Grainger y col., 2009; Gerlach y col., 2018). Entre los efectos
positivos de estos aditivos alimentarios se destacan la reduccion de la
degradabilidad ruminal de la proteina (Carulla y col., 2005) y el aumento del flujo de
AA disponibles para el duodeno (Waghorn, 1996, Orlandi y col., 2015).

Los taninos pueden ser utilizados en la alimentacion de los rumiantes para disminuir
la degradabilidad ruminal de las proteinas, y de esta forma, disminuir las perdidas
urinarias de N y promover el flujo de AA hacia el duodeno. Estos reducen la tasa de
NH; en el rumen y lleva a una disminucion del N excretado por la orina (Scharenberg
y col., 2007). Ademas, la disminucién de la digestion intestinal de los compuestos
nitrogenados, conduce a un aumento en la excrecion de N por las heces, (Deaville y
col., 2010), sin afectar el balance de N (Grainger y col., 2009).

Por lo tanto, podemos decir entonces que las excreciones totales de N permanecen
inalteradas y hay una particion del N consumido hacia las heces. Sin embargo, hay
gue ser reservado en el momento de afirmar esto dltimo, ya que entre las
consecuencias de la ingestion de taninos se incluyen el aumento de la secrecion de
proteinas endogenas (glicoproteinas salivares, mucus, enzimas digestivas) y el
aumento de la descamacion de las células intestinales (Waghorn, 1996). Por lo
tanto, este aumento en el N fecal podria estar asociado al aumento de la excrecion
de N enddgeno, que no implicaria una disminucion en la cantidad de proteina que se
absorbe de los alimentos (Frutos y col., 2004).
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Estudios demostraron que la inclusion de taninos en la dieta de bovinos permite
reducir las emisiones totales de NH3 y NO, provenientes de las excretas (Sliwinski y
col., 2004; Misselbrook y col., 2005; Powell y col., 2011). Esto es debido a que el N
fecal es formado por moléculas organicas, por lo que es menos volatil, mientras que
la mayor parte del N urinario se encuentra formado en parte por urea que es mas
susceptible a la volatilizacion como el NH3z y el NO, (Grabber y col., 2002). Ademas,
el complejo tanino-proteina de las heces tendria una degradacion mas lenta que
retardaria la mineralizacion de la MO (Powell y col., 2011).

4.2.2. Manejo del pastoreo para aumentar el contenido de carbohidratos
solubles de las pasturas consumidas

Los CS presentes en las pasturas templadas incluyen fructanos y azucares (glucosa,
fructosa, sacarosa, etc.). Estos compuestos se encuentran en proporciones muy
variables dependiendo de la época del afio, de la hora del dia (Cajarville y col.,
2015) y bajo ciertas condiciones puede alcanzar valores cerca del 30% de la MS (Mc
Donald, 2010). Varios estudios demostraron que la concentracion de CS es mas
elevada al final de la tarde en comparacion con la mafiana (Cuadro 1), Este aumento
a lo largo del dia se da cuando la tasa de fotosintesis excede la tasa de respiracion y
la fijacion de carbono (Smith, 1973; Ciavarella y col., 2000). A diferencia de los CS,
el contenido de proteina bruta (PB) en las pasturas son mas elevados por la
mafana.

Cuadro 1. Efecto del momento del dia sobre el contenido de CS y PB (g/kg MS) en
las pasturas.

Cambios de mafana a tarde

Referencia Pastura CS PB

Trevaskis y col. 2004  Lolium multifforum 74 a 124 328 a 268
Vastay col., 2012 Lolium perenne 72 a 106 260 a 254
Bryant y col., 2013 Lolium perenne 164 a 174 187a171
Pulido y col., 2015 Lolium perenne 60 a 88 272 a 243
Ueday col., 2016 Lolium perenne 123 a 163 251 a 235
Vibart y col., 2017 Lolium perenne 76 a 109 222 a 205
Cheny col., 2017 Lolium perenne 154 a 179 158 a 151

El concepto de sincronizacion de nutrientes se refiere a el hecho de ofrecer al
sistema ruminal, fuentes de proteina y energia en forma simultanea y en las
cantidades necesarias para optimizar su uso por la microbiota asociada (Hall y
Huntington, 2008). Considerando que los CS tienen una tasa de fermentacion
elevada, su aumento en pasturas con alto contenido de N soluble, favoreceria la
captacion del N soluble para la sintesis de biomasa microbiana, lo que se traduciria
en un mayor suministro de proteina metabolizable de origen microbiano para el
animal (Berchielli y col. 2011). Por lo tanto, en pasturas con altos niveles de PB, el
pastoreo por la tarde podria ser considerado como una estrategia para alcanzar un
aumento en la relacion CS/PB, lo que permitiria mejorar la EUN (Keim y Anrique,
2011).
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A partir de los resultados de publicaciones que evaluaron el efecto de pastos con
diferentes niveles de CS sobre la EUN en vacas lecheras, Keim y Anrique (2011)
ponen de manifiesto que la EUN tiende a aumentar linealmente cuando la relacion
CS/PB aumenta (figura 1). La relacion previamente mencionada coincide con los
resultados de estudios donde demostraron que el pastoreo o corte y suministro de
pasto de tarde aumenté la EUN (Trevaskys y col., 2004; Brito y col., 2009; Vibart y
col., 2017). Estos autores argumentan que esta mejora en la EUN con relacion al
suministro de pasto por la mafiana estaria ligada basicamente a la mejora de la
relacion CS/PB. Por consiguiente, el aumento de la ingesta de energia rapidamente
disponible en estos casos, puede haber aumentado el uso de NHjz por los
microorganismos del rumen. En la mayoria de los casos, se observO una
disminucién de las concentraciones de NH3; encontradas en el rumen (Trevaskys y
col., 2004, Brito y col., 2009, Ueda y col., 2016), por el aumento del flujo omasal de
N bacteriano y por la reduccién de los niveles de N ureico en el plasma y en la leche
(Brito y col.,, 2009). Estos factores explicarian también las reducciones de
concentraciones urinarias de N (g/L) y la mejora en el 15% de la EUN para
produccion de leche reportadas por Vibart y col. (2017). El conjunto de resultados
obtenidos sugiere que el pastoreo proporcionado de tarde produce una mejora
general en la utilizacién de N por los animales.
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Figura 1. Relacion entre CS/PB de la dieta y la EUN en vacas lecheras.
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Adaptado de Keim y Anrique (2011).
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5. HIPOTESIS:
La inclusion de taninos en la dieta o el pastoreo por la tarde en vacas lecheras

alimentadas con una dieta mixta que combina pasto con RTM reducirq las
excreciones del N urinario.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de dos estrategias con potencial para aumentar la utilizacion del N
sobre la particién del N en vacas lecheras alimentadas con una dieta que combina
pasto con RTM.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los efectos de la inclusidon de tanino de Acacia meamsii o del horario de
pastoreo sobre el consumo y la digestibilidad del N.

e Evaluar los efectos de la inclusién de tanino de Acacia meamsii o del horario de
pastoreo sobre la particion del N alimentario.

17



7. MATERIALES Y METODOS

El experimento tuvo lugar en el Campo Experimental N°2 de la Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica (Ruta 1 Km 42, Libertad, San José), entre
los meses de setiembre y noviembre del 2015.

El protocolo experimental fue aprobado por la Comision Honoraria de
Experimentacion Animal (C.H.E.A) de la Universidad de la Republica (nimero de
protocolo: CEUAFVET-473).

7.1. Animales, disefio experimental y manejo:

Se seleccionaron 9 vacas multiparas de raza Holstein con 546+34 kg de peso vivo,
197+12 dias de lactancia, y con una produccion de leche en la lactancia previa de
7320+£1044 kg. El experimento fue conducido en un disefio experimental de
cuadrado latino 3 x 3 por triplicado. Los animales se agruparon en los tres cuadrados
segun su peso vivo, produccion al inicio del experimento y produccion en la lactancia
previa. Cada periodo experimental tuvo una duracién de 22 dias, los primeros 14
dias fueron de adaptacion a la dieta y los 8 dias restantes correspondieron al
periodo de mediciones. Los animales de cada cuadrado fueron distribuidos
aleatoriamente en los siguientes tratamientos:

- AM: pastoreo de mafana y RTM de tarde.

- AMt: pastoreo de mafiana y RTM de tarde con adicion de 15g de TA/kg de MS.

- PM: RTM de mafiana y pastoreo de tarde.

Los animales fueron ordefiados dos veces al dia (6.00hs y 15.00h) y luego de cada
ordefie accedieron a comederos individuales con RTM o a parcelas individuales con
raigréds (Lolium multiflorum). Después de 5 h de alimentacion (RTM o pastoreo) las
vacas se mantuvieron juntas en un area con agua disponible pero sin alimento,
hasta el proximo ordefie. La RTM fue ofrecida al 60% del consumo potencial de cada
vaca, que se estimo antes del inicio del experimento mediante el modelo propuesto
por el NRC (2001). El pasto fue ofrecido en parcelas individuales a razén de 13 kg
de MS/vaca, calculada a partir de corte a una altura de 5 cm. La RTM utilizada
(Cuadro 2) se formul6 de acuerdo a las recomendaciones del NRC (2001) para
cubrir los requerimientos de una vaca de 550 kg de peso, con 190 dias de lactancia
y una produccion de 28 kg de leche/d. La composicion quimica de la RTM vy el
raigras es presentada en el Cuadro 3.

El TA (Weibull Black, Tanac S.A., Montenegro, Brasil) era el mismo utilizado y

descrito anteriormente por Kozloski et al. (2012) y contenia 716, 694 y 156 g/kg de
MS de fenoles totales, taninos totales y taninos condensados, respectivamente.
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Cuadro 2. Ingredientes de la RTM (% de la MS)

Ingrediente RTM
Silo de maiz 60,0
Harina de soja 19,5
Ensilado de grano hiumedo de maiz 18,5
Urea 0,70
Bicarbonato de Sodio 0,40
Fosfato dicélcico 0,20
Carbonato de Calcio 0,20
Sal 0,20
Vitaminas y minerales premix* 0,30

"Compuesto por (en kg MS): 125 g de Procreatin 7%, 125 g de Precisiéon Mix Vacas Lecheras®, 38 g
de Rumensin® 200, y 713 g de excipientes.

Cuadro 3. Composicién quimica de la racion totalmente mezclada (RTM) y el raigras
(x desvio estandar) pastoreado por la mafiana (AM) y por la tarde (PM).

Raigrés
ftem RTM AM PM
MS?, % 41,0 18,6 + 2,1 19,6 +2,5
Composicion de la MS, %
MO? 94,0 87,9+1,1 88,7 +1,2
cs® 3,7 6,9+1,2 89+1,4
FDN* 27,1 459+572 434 +7,9
FDA® 16,6 27,1+2,7 26,3 + 3,8
LDA® 1,3 37+1,1 36+1,6
CNES’ 46,7 28,7 +5,3 33,0+ 7,7
EE® 3,7 2,1+0,04 1,8+0,16
PB° 16,5 13,3+ 1,4 12,3+ 1,0
NIDN® 0,13 0,28 + 0,02 0,24 + 0,07
NIDA? 0,04 0,06 + 0,02 0,06 + 0,03
ENL'?, Mcal/kg de MS 1,87 1,33+ 0,08 1,36 + 0,13
Relacion CS/PB® 0,22 0,53 + 0,15 0,73+ 0,15

"Materia seca; “Materia orgénica; “Carbohidratos solubles; “Fibra neutro detergente; “Fibra &cido
detergente; 6Lignina detergente acido; "Carbohidratos no estructurales; °Estracto etéreo; °Proteina
bruta; '°Nitrogeno insoluble en detergente neutro; “Nitrégeno insoluble en detergente acido;
?Energia neta de lactacion; “*Relacion carbohidratos solubles/ proteina bruta.

7.2. Registros y muestreos:

La produccion de leche (kg/d) fue registrada diariamente durante los primeros 5 dias
del periodo de mediciones. En los dias 15 y 17 de cada periodo, se tomaron
muestras individuales de leche de dos ordefios consecutivos y se almacenaron a
4°C con conservante bronopol.

Las muestras de alimento se recolectaron diariamente durante cada periodo de
mediciones (del dia 15 al 22). Las muestras de RTM se almacenaron
inmediatamente a -20°C. Las muestras de pasto fueron colectadas manualmente, 1
h después del comienzo del pastoreo matutino o vespertino (08.00 y 17.00 h). Las
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muestras de pasto se colocaron inmediatamente en N liquido y luego se
almacenaron a -20°C.

En los dias 16, 17 y 19 de cada periodo, se recolectaron muestras fecales de todas
las vacas dos veces al dia a las 12.00 y 21.00 hs. Las muestras de materia fecal (=
200 g de materia fresca) se recolectaron directamente del recto y se almacenaron a -
20°C. En los mismos dias y horas de la colecta de muestras fecales, se colectaron
muestras de orina de todas las vacas. Cada muestra de 10 ml de orina fresca se
acidificé con 1 ml de acido sulfurico (20% v/v), se diluyé con 49 ml de agua destilada
y se almacend a -20°C. En el dia 22 de cada periodo, se extrajeron muestras de
sangre individuales de la vena coccigea a las 0, 3, 9 y 12 hs en relacion con el
comienzo de la primera comida (07.00 hs) en tubos heparinizados. Después de la
centrifugacion (3.000 xg durante 20 min a 20°C), se separo el plasma y se almacenoé
a -20°C.

7.3. Consumo

El consumo individual de RTM se calculé mediante la diferencia entre la cantidad de
alimento distribuido y el rechazo del mismo al final de las 24 hs. El alimento ofrecido
y las sobras fueron pesados durante todo el experimento a modo de identificar
posibles problemas relacionados a la alimentacién. EI consumo aparente de pasto
se estimd en las parcelas individuales durante los primeros 5 dias de mediciones,
utilizando un disco medidor de forraje. Las mediciones del disco fueron calibradas
seleccionando 6 puntos donde la pastura fuera alta, media y baja. Una vez
identificados esos puntos se procedié a cortar un area de 0,1m? correspondiente a
cada punto. El pasto de cada punto fue pesado y secado por 24hs a 105°C para
obtener la MS del mismo. Las ecuaciones para determinar la masa de forraje se
obtuvieron por regresién entre los valores del disco y el peso de la masa de forraje.
Este procedimiento fue realizado antes de la entrada de los animales a las parcelas
y los valores de disco a la entrada de cada parcela se obtuvieron a partir de la media
de 32 mediciones. Estos valores se utilizaron en las ecuaciones de estimacion de la
masa de forraje de las parcelas antes de la entrada de los animales. Después de la
salida de los animales, un area de 10-15% de cada parcela fue cortada a 5 cm para
determinar la masa de forraje remanente. Para obtener en contenido de MS del
forraje remanente, se obtuvo una muestra de pasto que fue secada durante 24hs a
105°C. Finalmente, el consumo aparente individual de pasto (kg de MS) se obtuvo
por la diferencia entre el pasto ofrecido y el pasto remanente en cada parcela.

7.4. Analisis quimicos y calculos:

Las muestras de alimentos y heces, fueron secadas (en estufa a 65°C) y molidas (1
y 2 mm) para su posterior analisis. El contenido de MS total de las muestras de
alimentos y heces se determind por secado en estufa (105°C) durante 24 hs. El
contenido de cenizas se determind por combustién a 600°C durante 4 hs y la materia
organica (MO) por diferencia de peso (100-% de cenizas). El contenido de PB (N x
6,25) se determind segun los métodos del AOAC (1997). El contenido de N insoluble
en detergente neutro (NIDN) e insoluble en detergente acido (NIDA) se determiné
segun Licitra y col. (1996). El contenido de FDN y FDA se determinaron segun los
procedimientos del AOAC (1997), a excepcion de que las muestras se pesaron en
bolsas de poliéster (porosidad de 16 ym) y se trataron con un detergente neutro o
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acido en un autoclave a 110°C durante 40 minutos (Senger y col., 2008). Para el
andlisis de lignina (LDA), las bolsas que contenian el residuo de FDA fueron tratadas
con 12M H,SO, por 3 horas (Método 973.18 de AOAC, 1997). El extracto etéreo
(EE) fue obtenido por extraccién con alcohol etilico a 90°C por 1 hora (Extractor
ANKOM, modelo XT15, USA). El contenido de CS fue extraido siguiendo la técnica
descrita por Hall (2000) y analizado segun Dubois y col (1956). Los CNES fueron
calculados segun lo sugerido por el NRC (2001). La ENL fue calculada de acuerdo
con el NRC (2001) a partir de los andlisis de alimentos y el consumo de MS.

Luego de terminado el ensayo las muestras de alimentos y heces molidas en un
tamiz de 2mm, fueron colocadas en saquitos de Dacron (5x10 cm, porosidad de
16p). Los saquitos con sus respectivas muestras se incubaron en el rumen de un
novillo con canula ruminal durante 12 dias. Luego de la incubacion in situ, se realizé
el andlisis de FDN, que se considerd como indigestible (FDNi). Una vez determinado
el contenido de FDNi de los alimentos y de las heces, se procedid a estimar la
produccién total de heces indirectamente (Huhtanen y col., 1994), mediante el
siguiente calculo:
Consumo de FDNi (g/d MS)

[FDNi Heces](g/g MS)

Heces (g/d MS)=

La estimacion de la produccion de heces, en conjunto con el analisis de N fecal
permitié calcular las excreciones fecales de N. La digestibilidad del N fue calculada
como:

N ingerido (g/d) - N eliminado (g/d) y

Digestibilidad del N(%)= N ingerido (g/d)

100

Las muestras de orina se descongelaron a temperatura ambiente, se agruparon por
vaca y periodo, se filtraron a 7,5 um. Posteriormente, fue analizado el contenido de
N (como se describié anteriormente), y las concentraciones de N ureico y creatinina
por colorimetria, usando kits comerciales (Bioclin MG, Brasil; Labtest, MG, Brasil). La
produccién de orina se estimdé asumiendo que la excrecion de creatinina es
constante en funcion del peso corporal utilizando un factor de excrecién diario de
creatinina de 21,9 mg/kg de peso vivo (Pacheco y col. 2007):

Excrecién de creatinina (mg/d)
[Creatinina](mg/L)

Produccion de orina (L/d)=

La excrecion de N en leche se calculé a partir de la producciéon de leche y la
concentracion de N en la leche (proteina de leche/6.38). EI N ureico en leche (MUN)
se determind mediante analisis infrarrojo (modelo 2000, Bentley Instruments Inc.,
Chaska, MN). La concentracion de urea en sangre (NUS) se determind por
colorimetria utilizando un kit comercial (Bioclin, MG, Brasil). La EUN para la
produccion de leche fue calculada siguiendo la ecuacién:

N eliminado por leche (g/d)

N ingerido (g/d) X100

EUN (%)=
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7.5. Anadlisis estadisticos:

Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento PROC MIXED de SAS
(2009), incluyendo al tratamiento como efecto fijo, y al cuadrado, al periodo y la vaca
dentro del cuadrado como efectos aleatorios. Para la variable con medidas repetidas
en el tiempo (NUS), fueron incluidos en el modelo los efectos fijos de la hora de
medicidn y su interaccién con el tratamiento. Las diferencias entre los tratamientos
se expresaron significativas a P < 0,05 y las tendencias a 0,05 < P < 0,10 utilizando
la opcion PDIFF.
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8. RESULTADOS

En el Cuadro 5 son presentados los resultados del presente experimento. Podemos
observar que el consumo de N no hubieron diferencias entre los tratamientos.
Igualmente, la digestibilidad aparente del N no fue afectada por la inclusion de TA en
la dieta, sin embargo, tiende a ser menor para las vacas en el tratamiento PM (P
<0,10).

La concentracion final de TA en la dieta para el tratamiento AMt fue de 8,7 g TA/kg
de MS.

Por otro lado, las concentraciones de N ureico en sangre y en leche, como asi
también las excreciones de N en leche y la EUN para la produccion de leche no
fueron afectadas por los tratamientos. De la misma manera, los tratamientos no
afectaron las excreciones fecales de N, sin embargo, el tratamiento AMt aumento la
excrecion fecal de NIDA (P <0,05).

Comparados con el tratamiento AM, tanto AMt como PM redujeron las excreciones
urinarias de N en un 8,0 y 7,4 % respectivamente (P <0,05). En el mismo sentido, las
excreciones de N ureico en los tratamientos AMt y PM fueron 14,3y 13,3 % menores
qgue en AM (P <0,05). La relacion N ureico/N urinario en los tratamientos AMt y PM
tendi6 a ser menor que en AM (P <0,10).

Los tratamientos AMt y PM presentaron una menor relacion N urinario/N fecal que el
tratamiento AM (P <0,05).

Cuadro 4. Composicion de la dieta consumida.

Tratamientos?

AM AMt PM EEM? P-valor®

Composicion, %

PB* 15,28 15,28 14,7° 0,30 <0,01

FDN°® 34,92 35,02 34,1° 1,56 0,01

CNES® 39,2° 39,1° 40,72 1,69 <0,01

cs’ 5,0 5,0 6,0° 0,32 <0,01

ENL® 1,64 1,64 1,65 0,02 0,49
Relacién CS/PB 0.33° 0.33° 0.41° 0.028 <0.01

'AM= pastoreo de mafiana y RTM de tarde; AMt= pastoreo de mafiana y RTM de tarde con adicién de
15¢g taninos/kg de MS; PM= RTM de mafana y pastoreo de tarde. ’Error estandar de la media. *Nivel
de significancia para el efecto de los tratamientos; diferentes letras en superindice dentro de la misma
linea indican diferencias significativas (a-c; P < 0,05). “Proteina bruta; °Fibra neutro detergente;
®Carbohidratos no estructurales; ‘Carbohidratos solubles; 8Energia neta de lactacion.
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Cuadro 5. Efecto de la inclusion de taninos en la dieta o del manejo del pastoreo

sobre la particion del N.

Tratamientos®

AM AMt PM EEM?  P-valor®

Consumo de N, g/d 468 467 459 23,2 0,17
Digestibilidad del N, % 60,2 60,7 545 6,25 0,09
NUS*, mg/DI 13,2 13,3 14,0 1,56 0,47
NUL®, mg/DI 20,9 18,9 22,6 2,25 0,23
Excrecion de N en leche, g/d 119 116 118 9,70 0,55
EUN®, % 25,4 24,8 25,7 18,0 0,44
Excreciéon Fecal

N, g/d 181 182 207 22,0 0,12

NIDA, g/d 8,3" 17,6 10,3° 1,29 <0,01
Excrecion urinaria

N, g/d 176*  162°  163° 13,6 0,03

N ureico, g/d 105*  90° 91° 16,1 0,01

N ureico/ N urinario 0,59% 0,55Y 0,55Y 0,060 0,09
Excrecién total de N7, g/d 363 350 376 15,6 0,29
N urinario/N fecal 1,07 0,93° 0,80° 0,171 <0,01

TAM= pastoreo de mafiana y RTM de tarde; AMt= pastoreo de mafiana y RTM de tarde con adicién de
15¢g taninos/kg de MS; PM= RTM de mafiana y pastoreo de tarde. “Error estandar de la media. °Nivel
de significancia para el efecto de los tratamientos; diferentes letras en superindice dentro de la misma
linea indican diferencias significativas (a-c; P < 0,05) o tendencia (x-z; P < 0,10). *N ureico en sangre.
°N ureico en leche.’Eficiencia del uso del N para la produccién de leche. N urinario (g/d) + N fecal

(g/d).
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9. DISCUSION

Los tratamientos no afectaron el consumo de MS (19,4 kg MS/d), sin embargo el
tratamiento PM presentdé una tendencia a aumentar el consumo de pasto,
aumentando la proporcion de pastura en la dieta. En consecuencia, la composicion
de la dieta consumida por los animales fue modificada para el tratamiento PM
(Cuadro 4). En este sentido, el tratamiento PM proporcion6 una dieta con una mayor
relacion CS/PB (P <0,05).

La inclusion de 15 g TA/kg MS (1,5%) en la TMR no afect6 el consumo. Este
resultado era esperado debido que la concentracion de TA utilizada en la dieta total
(8,7 g TA/kg MS, 0.87%) estuvo por debajo de los niveles (= 11 g/kg MS) donde
fueron reportados efectos negativos sobre el consumo (Grainger y col., 2009).

El uso de TA no afect6 el consumo ni la digestibilidad aparente del N. Estudios
previos demostraron que niveles crecientes de TA en la dieta reducen linealmente la
digestibilidad del N (Kozloski y col., 2012; Orlandi y col., 2015). Sin embargo, los
efectos negativos del TA sobre esta variable son observados con niveles de
inclusion superiores al 0,9 % de la dieta.

Por otro lado, la inclusiéon de TA en la dieta redujo las excreciones de N y N ureico
en la orina. Esto puede ser consecuencia de la capacidad de los TA en reducir la
degradabilidad ruminal de las proteinas (Carulla y col., 2005; Frutos y col., 2004), lo
que podria inducir a una reduccion en la produccién de NHg, llevando asi a una
disminucién de las excreciones urinarias de N y promoviendo el flujo de AA de
origen alimentario hacia el duodeno (Orlandi y col., 2015).

Los TA aumentaron la excrecion fecal de NIDA. Considerando que el consumo de
NIDA fue similar entre tratamientos, el aumento de NIDA fecal en el tratamiento AMt,
podria sugerir que el complejo proteina-tanino se forma en el rumen, y no seria
completamente disociado en su paso a través del tracto gastrointestinal. Ademas, si
el complejo tanino-proteina se disocia en el abomaso, el tanino podria volver a
unirse con el alimento o incluso con la proteina enddgena en el intestino (Mueller-
Harvey, 2006), lo que puede aumentar el NIDA fecal (Makkar y col., 1995). Ademas,
los TA redujeron la proporcion de N urinario en las excretas. Estos resultados son
importantes por el hecho de que el N contenido en la orina es mas volatil que el N
contenido en las heces (Powell y col., 2011). Ademas de esto, el aumento de NIDA
indicaria que parte del N fecal esta asociado a taninos, lo que induciria a una
reduccion en la tasa de liberacion del N al ambiente (Makkar, 2003), lo que permite
reducir el potencial contaminante de las excretas en vacas lecheras.

El cambio de horario de pastoreo de la mafana para la tarde redujo las excreciones
urinarias de N y N ureico. De hecho, la dieta consumida por los animales bajo el
tratamiento PM presenté una mayor relacion CS/PB. Esta dieta permitiria un
aumento en la disponibilidad de substratos energéticos a nivel ruminal, lo que
favoreceria la captacion de NH;3; por parte de las bacterias, reduciendo la
concentracion ruminal de NHj3 y su posterior absorcion. Esto podria explicar las
reducciones de excreciones urinarias de N observadas en el tratamiento PM, desde
que la excrecion de N urinaria esta directamente relacionada con la tasa de
absorcion de NHz y la concentracion de urea en sangre (Jonker y col., 1998). Por
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otro lado, estos resultados también podrian ser explicados por la menor
digestibilidad del N observada en el tratamiento PM. De todas formas, el cambio de
sitio de excrecion del N de la orina para las heces es relevante desde un punto de

vista medioambiental.
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10. CONCLUSION

La inclusion de 8,7 g de TA/kg de MS o el cambio del momento de pastoreo de la
mafiana para la tarde fueron estrategias eficaces para reducir la excrecion de N
urinario, reduciendo el potencial contaminante de las excretas de vacas lecheras
consumiendo dietas que combinan pastura con RTM. Son necesarios mas estudios
para verificar estos efectos en otras condiciones diferentes a las del presente
experimento. A modo de ejemplo, no podemos asegurar que el efecto sea similar en
vacas al inicio de la lactancia, o consumiendo otro tipo de forraje.
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