ALIMENTACION

Métodos de evaluacion de

productos ruminalmente protegidos

En este estudio nos centramos en los distintos métodos que existen para
calcular la biodisponibilidad de un producto, pues no solo debemos
procurar que esta sea elevada sino que su calculo se obtenga a través de
los métodos mas fiables, que analizamos a continuacion.
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INTRODUCCION

n los ultimos anos hemos
E asistido a un incremento muy

significativo de la cantidad
de leche que producen diariamente
las vacas, pero, a medida que los
rendimientos productivos van au-
mentando, también lo hacen las ne-
cesidades nutritivas, con lo que es
necesario buscar herramientas que
nos ayuden a satisfacer los crecien-
tes requerimientos de estos ani-
males de la manera mas eficiente
y precisa posible, a fin de asegurar
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su bienestar y la sostenibilidad de
las explotaciones.

En lo que a la nutricion proteica se
refiere, debo cubrir los requerimien-
tos de ciertos aminodcidos esencia-
les (metionina y lisina) y para ello es
imprescindible la incorporacién en
la dieta de productos tecnoldégicos
consistentes en metionina y lisina
protegidos para evitar la degrada-
cién ruminal.

Es por esta creciente demanda que
en los tultimos afios han aparecido
en el mercado multitud de productos
con distintas tecnologias de encap-
sulacion y, por tanto, con caracteris-
ticas técnicas muy diversas.

1 —

Para que este tipo de productos
tengan una buena calidad deben
asegurar que un alto porcentaje del
ingrediente activo pase al rumen sin
sufrir degradacion y que, ademas,
presente una posterior elevada di-
gestibilidad intestinal. Solo con estas
dos caracteristicas podremos conse-
guir una elevada “verdadera biodis-
ponibilidad” del amino4cido.

El término ‘biodisponibilidad’ es cla-
ve para poder entender las diferencias
entre los productos disponibles en el
mercado. Es la cantidad de metionina
o lisina que es realmente digerida y ab-
sorbida en el intestino delgado y que es
potencialmente utilizada por el animal
por unidad de producto ingerido. Por
ejemplo, si decimos que un producto
de metionina tiene un 50 % de biodis-
ponibilidad, quiere decir que, por cada
100 g de producto, 50 seran absorbi-
dos en el intestino y estan disponibles
para ser utilizados por el animal.

Para que un producto sea altamen-
te biodisponible debe cumplir dos re-
quisitos basicos:

1) Elevado porcentaje de producto
que atraviesa el rumen sin sufrir
degradacion o alteracion.



2) Que un alto porcentaje de produc-
to sea digerido y absorbido en el
intestino. Este segundo aspecto es
igualmente importante, ya que un
producto puede estar bien prote-
gido ante la degradacién ruminal,
pero no digerirse posteriormente
en el intestino, con lo cual se ex-
cretaria en heces sin ser aprove-
chado por el animal.

Para conseguir una elevada biodis-
ponibilidad los productos deben po-
seer varias caracteristicas técnicas:
1) Alta concentraciéon del nutriente

especifico: AA

2) Elevada gravedad especifica y tama-
fio de particula adecuado a esa grave-
dad especifica para que abandonen el
rumen lo antes posible y se minimice
la degradacion. No es cuestién de so-
breproteger el producto, es un equili-
brio entre el tipo y la cantidad de pro-
teccion en funcion del tiempo que el
producto esté en transito en el rumen
a fin de asegurar su resistencia sin
comprometer su posterior digestion.

3) Recubrimiento adecuado para re-
sistir no solo la degradaciéon ru-

minal mencionada anteriormente
sino que ademadas deben resistir
adecuadamente los distintos pro-
cesos y acciones mecanicas que
puede sufrir a lo largo de todo el
proceso, desde la inclusién inicial
en el alimento hasta la ingesta por
parte del animal (procesos de mez-
clado y tratamiento en fabricas de
pienso o Premix, estabilidad en
la racién final (TMR), masticacion
por el animal...).

4) Luego el nutriente esencial debe
estar disponible lo antes posible en
el abomaso para poder garantizar
su maxima absorcion en el intesti-
no delgado.

COMO CALCULAR LA

BIODISPONIBILIDAD DE UN PRODUCTO
A continuacién nos centraremos en
los distintos métodos que existen
para calcular la biodisponibilidad de
un producto, ya que no solo debemos
procurar que el producto que usamos
tenga una elevada biodisponibilidad,
ademds debemos asegurarnos de
que el calculo de esta sea obtenido »
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Figura 1. Esquema de método in vitro de tres fases

Miura Makoto, comunicacion personal

por un método lo mas fiable posible,
es decir, que el dato que nos aporte
el fabricante sea lo mas semejante a
la realidad como sea posible. Para
ello existen bdsicamente tres tipos
de métodos: in vitro, in situ e in vivo.

Métodos in vitro

Los métodos in vitro son pruebas
realizadas en laboratorio donde se
simula un ambiente ruminal e intes-
tinal para similar la degradacién ru-
minal y digestibilidad intestinal. Al-
gunos de los métodos utilizan liquido
ruminal recogido de ovejas o vacas,
mientras que otras usan modifica-
dores de pH para imitar el ambiente
ruminal (Mbanzamihigo et al. 1997;
Ross et al., 2013; Miyazawa et al.,
2014; Larson et al., 2015); Mbanza-
mihigo y col. (1997).

En esta técnica se incuba el pro-
ducto simulando un ambiente rumi-
nal durante un tiempo fijo, a con-
tinuacion se simula un ambiente
abomasal y, por ultimo, un ambiente
intestinal para valorar la liberacién
en esta fase (figura 1).

Estos métodos son muy utilizados
porque son rapidos, sencillos y eco-
némicos, pero no nos facilitan un
dato fiable sobre biodisponibilidad,
entre otros aspectos, no tienen en
cuenta la tasa de paso de los distin-
tos productos, ya que presentan un
tiempo fijo de incubacion. Otras limi-
taciones significativas son que no tie-
nen en cuenta las diferencias entre
animales y que considera que todos
los AA presentes en la fase intestinal
son absorbidos por el animal.

Este método es una buena herra-
mienta en las primeras fases de de-
sarrollo de un producto, para discri-
minar entre productos en funcion de
dichos resultados in vitro. Si un pro-
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ducto solo nos ofrece datos in vitro,
debemos tener en cuenta sus mu-
chas limitaciones y la baja precisién
con la que trabajariamos en nuestra
formulacion.

Métodos in situ
Los métodos in situ consisten en la
incubacién ruminal a través de ca-
nulas ruminales de bolsas de nailon
generalmente a un tiempo fijo (de-
pendiendo del ingrediente puede ser
6,8, 16 0 24 horas). Una vez trans-
currido este tiempo, se retiran del ru-
men y se lavan con agua fria hasta
que salga limpia. Posteriormente se
transfieren a un recipiente que con-
tiene HCL-pepsina a 39 °C y ahi se
mantienen durante 2,5 horas para
simular las condiciones del abomaso.
Posteriormente se meten en bolsas
mads pequenas y se introducen en el
duodeno a través de una canula in-
testinal. Las bolsas se recuperan en
las heces y se lavan hasta que el agua
salga limpia y la biodisponibilidad se
calcula como porcentaje de AA que
escapa al rumen x porcentaje de AA
que desaparece en el intestino.

Este método, aunque es mas fiable
que el in vitro, sigue teniendo consi-
derables limitaciones:

- No estima el rozamiento contra las
paredes del rumen.

- No simula los tiempos reales de
paso por el rumen (diferentes entre
productos).

- No estima la masticacion ni la rumia.

- No mide la digestibilidad intestinal.
Puede sobrevalorarla debido a que
esta se calcula como la diferencia
entre la cantidad que pasa el ru-
men, menos la cantidad que apare-
ce en heces, sin tener en cuenta qué
parte del producto puede no ser ab-
sorbido en el intestino delgado.

» SIDECIMOS QUE UN
PRODUCTO DE METIONINA TIENE
UN 50 % DE BIODISPONIBILIDAD,
QUIERE DECIR QUE, POR CADA
100 G DE PRODUTO, 50 SERAN
ABSORBIDOS EN EL INTESTINO

Y ESTAN DISPONIBLES PARA SER
UTILIZADOS POR EL ANIMAL

Métodos in vivo

Los métodos in vivo son los més fia-

bles y tienen la ventaja de que pro-

porcionan estimaciones reales de
biodisponibilidad en los animales
para los que estan destinados, ya que
se realizan en condiciones de campo.

Dentro de este tipo de métodos, en

esta publicacion nos centraremos en

los tres mas comunes:

- Area bajo la curva (Robert et al.,
1997; Graulet et al., 2005; De-
villard et al., 2011; Faivre et al.,
2013; Evans et al., 2013)

- Respuesta de AA libre en plasma
(Rulquin y Kowalczyk, 2003; Boruc-
ki Castro et al., 2008; Hanigan et al.,
2009)

- Respuesta de AA libre en plasma
(Whitehouse, 2017)

Método area bajo la curva

Este método utiliza vacas lactantes o
secas canuladas ruminalmente, que
han sido adaptadas con catéteres
yugulares para extraccion de san-
gre. Se toman muestras de sangre
iniciales antes de la suplementacién
con AA, generalmente a las -24, -12,
-6 y 0 con el objetivo de establecer
valores basales para la concentra-
cién plasmatica de la prueba AA. Los
animales reciben los tratamientos »
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Figura 2. Ejemplo de érea bajo la curva
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AA como una dosis de pulso. Para
el tratamiento de control positivo,
el AA se administra mediante infu-
siébn abomasal. El aminodcido pro-
tegido (RPAA) es generalmente pro-
porcionado como una dosis en bolo
a través de la cadnula ruminal. Para
la infusion, la dosis completa de AA
es infundida dentro de las primeras
2 h del periodo de recolecciéon de
sangre. Luego se toman muestras
generalmente cada 1 o 2 h durante
las primeras 14 horas; después, me-
nos frecuentes hasta 48 o 72 h tras
la dosificacién para garantizar que
haya un retorno a las concentracio-
nes de referencia. Todas las mues-
tras de plasma son analizadas para
el AA de interés. Los valores de refe-
rencia para cada vaca se promedian
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juntos y restados de los valores obte-
nidos después de la suplementacion
(Graulet et al., 2005). La resultante
de los valores se grafica y el andli-
sis de area bajo la curva trapezoidal
elemental se realiza multiplicando la
media de la concentracion de AA au-
menta entre 2 tiempos de muestreo
consecutivos y la duraciéon del inter-
valo. El drea bajo la curva total es la
suma del drea bajo la curva elemen-
tal calculado (Graulet et al., 2005).
Una de las principales limitaciones
del area bajo la curva es que los ani-
males reciben una gran dosis (pulso)
tanto de RPAA como de tratamien-
tos de infusion, ccantidades que no
se encontrarian en condiciones nor-
males de alimentacion. Otra limita-
cién es que el animal no consume

» LOS METODOS IN VIVO

SON LOS MAS FIABLES Y

TIENEN LA VENTAJA DE QUE
PROPORCIONAN ESTIMACIONES
REALES DE BIODISPONIBILIDAD
EN LOS ANIMALES PARA LOS QUE
ESTAN DESTINADOS

el RPAA expuesto al TMR. La dosis
de pulso generalmente se deposita
directamente a través de la cdanula
ruminal en el rumen al nivel de la
fase liquida justo debajo del material
fibroso (Graulet et al., 2005), lo que
probablemente resulte en que fluya
fuera del rumen mas rapido que si se
alimentara en condiciones normales.
Las estimaciones de biodisponibili-
dad estan relacionadas linealmente
con la cantidad de dosis de pulso,
con dosis mas altas se tienen con-
centraciones de AA mas alto en plas-
ma sanguineo (Graulet et al., 2005;
Evans et al., 2013).

Respuesta de AA libre en plasma
El método de respuesta a la dosis
de AA libre de plasma es un método
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Tabla 1. Recomendaciones para determinar la biodisponibilidad relativa (RBV) de los suplementos de AA protegidos con el rumen (RP-AA)
utilizando la técnica de dosis-respuesta AAsin plasma

Disefio experimental

Cuadrado latino replicado con todos los tratamientos en el mismo cuadrado para minimizar la variacién.

Los animales

Vacas lecheras con lactancia canulada ruminalmente, preferiblemente con DMI'y DIM similares. Evite las vacas en la lactancia
temprana debido al balance negativo de energia y proteinas.

Dieta basal

UnaTMR balanceada para cumplir con los requisitos nutricionales de los animales alimentados 3 veces al dia en intervalos de 8 h.

Periodo de covarianza

Recolecte muestras de leche y de sangre durante los 3 dias del periodo de covariable para obtener datos de referencia.

Tratamiento

Se recomienda el uso de 3 cantidades (por ejemplo, 0, 30y 60 g/d) de AA con infusién abomasal o duodenal y las mismas
cantidades de AA alimentados con los suplementos de RP-AA.

Infusién

Mezcle y disuelva el AA en un minimo de 4 Lde agua tibia del grifo, e infunda continuamente en el abomaso o duodeno. Las
velocidades de infusion de la bomba deben controlarse regularmente para garantizar una administracion diaria uniforme y
completa de la infusion.

Alimentacion RP-AA

Mezcle RP-AA con 1,5 kg de TMR, coldquelo en un recipiente de plastico con tapas y almacénelo a 4 ° C durante 8 h antes de la
alimentacion para exponer los suplementos probados a condiciones TMR. Coloque la mezcla TMR/RP-AA en cubas de gomay
ofrézcala a las vacas 30 minutos antes de la hora de alimentacién real. Si la mezcla no se consume por completo en 15 minutos,
coloque las sobras directamente en el rumen con una canula.

Duracién del periodo Minimo de 7 d.

Muestra de sangre

Recolecte 4 muestras de sangre (venas coccigeas o yugulares) a intervalos de 2 h luego de la alimentacién matutina durante los
Gltimos 3 dias de cada periodo de muestreo.

Andlisis atipico

Realice un andlisis univariado para determinar valores atipicos en la concentracion plasmética de AA, incluido AA.

Célculo de RBV

Divida la pendiente del suplemento alimentado por RP-AA por la pendiente del AAinfundido y multipliquelo por 100.

mads directo porque identifica cambios
en las concentraciones plasmaticas
de AA a medida que se suministran
cantidades crecientes de un AA. Uno
de los criterios para el método de res-
puesta a la dosis de AA libre de plas-
ma es que exista una relacion lineal
entre las cantidades de AA alimen-
tado o infundido y la concentracion
de AA en el plasma (a medida que se
aumenta la dosis de AA suministrado,
debe incrementarse la concentracion
de ese AA en plasma sanguineo). Esta
linealidad se ha demostrado tanto en-
tre rangos de deficiencia de AA como
en rangos con aportes superiores a
los requerimientos.

Este método consiste en evaluar
las cantidades de AA libre en plas-
ma sanguineo, a medida que vamos
aumentando las cantidades de AA
suministradas. Se hace una infusion
de agua en el duodeno como grupo
control, para conocer los niveles ba-
sales de AA. Luego se suministran
infusiones de AA al duodeno para
calibrar una curva para cada animal,
después dos veces al dia se colocaron
los RPAA en niveles similares a los
que se infunden al duodeno. Se to-
maron muestras de sangre cada hora
durante doce horas el Gltimo dia de
cada tratamiento (dia 4). En este dia
se alcanza una concentracion estable
de AA que no varia después.

La fuerza de este método, en com-
paracién con otros, es que proporcio-
na valores obtenidos de animales.

En la grafica 3 podemos observar los
incrementos de concentracion de AA a
medida que aumentamos la suplemen-
tacion. La curva con mayor pendiente
representa el crecimiento en la con-
centracion de AA a medida que incre-
mentamos la cantidad de AA infundido
y la de menor pendiente representa
el aumento en la suplementacion de
aminodcido ruminalmente protegido.
La relaciéon entre ambas pendientes
representa la biodisponibilidad relativa
del producto objeto de estudio.

Respuesta de AA libre en plasma
(Whitehouse, 2017)

Este método es una evolucion del mé-
todo anterior propuesto por Rulquin y
Kowalczyk, 2003. Es en la actualidad
el método mds fiable disponible, ya
que para su ejecucién presenta unos
requisitos mucho mayores que el an-
terior, aunque solo algunas universi-
dades de referencia tienen esta téc-
nica implementada y disponible. Por
otro lado, requiere de una elevada in-
version que solo empresas muy rigu-
rosas y muy seguras de la calidad de
sus productos se atreven a acometer.
En la tabla 1 se explican los principa-
les puntos que deben cumplirse para
testar un producto bajo este método.

CONCLUSIONES

Hemos decidido dar el paso y for-
mular en base a aminodcidos, nos
hemos preparado concienzudamen-
te y entendemos el concepto. Aho-
ra nos enfrentamos al momento de
tomar la decision de comprar un
determinado producto de AA pro-
tegido ruminalmente para cubrir
las necesidades que mi sistema me
demanda. Lo mas importante es no
solo tener en cuenta la biodisponibi-
lidad que declara el fabricante, sino
también los métodos de validacion
de esa biodisponibilidad.

Tal y como hemos comentado,
el método mds fiable es este tlti-
mo, pero dado que es muy caro y
laborioso no todas las compaiias
asumen el riesgo que ello conlleva,
con lo que deciden no evaluar con el
maximo rigor o no someter la cali-
dad sus productos a los mas estric-
tos criterios cientificos. m
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