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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En Espaia y en otros paises del sur de Europa, a finales de los afos 60, se produjo
una reduccion importante del uso de las leguminosas grano en la alimentacién animal,
lo que di6 lugar a un descenso considerable de su produccion. Este descenso, segun
Moreno (1983), se debio a diferentes razones: 1) el éxodo de la poblacion rural a las
zonas industriales, que implico el abandono de areas de agricultura tradicional, en las
que las leguminosas grano eran indispensables para la alimentacion animal y humana
asi como para el mantenimiento de la fertilidad del suelo; 2) la falta de mejoras
genéticas, que ha hecho que se mantengan las mismas variedades de las leguminosas
autdctonas, y tecnologicas en cuanto al cultivo de estas plantas, cuyos rendimientos han
permanecido practicamente iguales a lo largo de los afios. Por el contrario, la superficie
de cultivo y la produccién de las leguminosas horticolas o de verdeo ha aumentado,
como consecuencia del cambio en las variedades y técnicas de cultivo ante la demanda
social; 3) la pérdida de competitividad en el precio de las leguminosas autdctonas como
fuentes proteicas en relacion a la soja.

Como consecuencia de todo lo anterior, se produjo un gran desequilibrio entre la
demanda y la produccion de alimentos ricos en proteina para la alimentacion animal,
especialmente en aquellos paises con sistemas de produccién intensivos. En un intento
de paliar este déficit de proteina para la alimentacion animal, se recurrio a la
importacion de soja procedente principalmente de Estados Unidos y al uso de harinas de
subproductos de mataderos. El empleo de dichas harinas en la alimentacién de
rumiantes se fue generalizando hasta su prohibicion, como consecuencia de la
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), en 1988 y 1994, en el Reino Unido y la
Unioén Europea, respectivamente. En el 2001, tras la aparicién de nuevos casos de EEB
en la Unién Europea, las harinas carnicas se prohibieron para la alimentacion animal
retirandose del mercado, prohibicion que se mantiene en la actualidad. Ante esta
situacion, se incrementé la demanda de soja, elevandose el grado de dependencia
exterior del sector ganadero europeo. Tanto la crisis de la EEB, como la situacion
producida en los afios 1972-1973, con respecto al embargo americano a la exportacion
de soja, hizo que se tuviera conciencia del riesgo que supone la dependencia de algo tan
importante como las fuentes de proteina para la producciéon animal, asi como la
necesidad de buscar alternativa a la torta de dicha oleaginosa.

En cuanto al cultivo de soja, objeto de diversos intentos en Espana, los resultados
han sido de escasa incidencia debido a la falta de variedades adecuadas a nuestras
condiciones climaticas, elevados costes de produccion, etc. En la actualidad,
aproximadamente el 75% de las necesidades de proteina vegetal de la Union Europea se
cubren a partir de recursos importados de otros paises, fundamentalmente de soja
procedente de Estados Unidos. Las importaciones de soja en Espafia, desde 1993 hasta
2003, se situaron en torno a los 2-3 millones de toneladas (FAOSTAT, 2006). En este



Introduccion y Objetivos

contexto, las leguminosas grano pueden ser una alternativa de interés en la sustitucion
de la soja y de las harinas carnica en los piensos.

Las medidas adoptadas por la Politica Agraria Comunitaria (PAC) en 1994,
provocaron un aumento de la superficie dedicada al cultivo de ciertas especies de
leguminosas como guisantes, habas y altramuces dulces (grupo de ‘“proteaginosas”
dentro de la Organizacion Comun de Mercados de Cultivos Herbaceos) y garbanzos,
lentejas, yeros y vezas, estas dos ultimas para el consumo animal (grupo de
“leguminosas con ayuda especifica”). Por el contrario, se perjudicé a aquellas
leguminosas excluidas de los programas comunitarios lo que incidi6 en la disminucion
de la biodiversidad de este grupo vegetal. En 2001, se constituy6 el Plan Andaluz
Coordinado de lucha contra la EEB, entre cuyos fines destaco el establecimiento de un
plan especial de experimentacion y desarrollo de leguminosas y proteaginosas para
alimentacion animal, contexto en el que se planted el trabajo que se expone en la
presente memoria. En el afio 2003 se aprobd la reforma de la PAC, en la que seguian
existiendo primas y ayudas al cultivo de determinadas leguminosas: proteaginosas
(guisantes, haboncillos y altramuces dulces), lentejas, garbanzos, vezas y yeros, y otras
semillas. Por un lado, las medidas adoptadas por la PAC limitarian el cultivo de las
leguminosas no contempladas en los regimenes de ayuda, con la consiguiente pérdida
de diversidad genética; por otro lado, favoreceria el cultivo de los dos grupos de
leguminosas grano beneficiarios de ayudas, citados anteriormente. Este hecho dio lugar
a la distribucion de la superficie dedicada al cultivo de leguminosas grano en el afio
2003 en Espana. Exceptuando la superficie destinada a las judias, la que ocupan habas,
lentejas, garbanzos, guisantes, veza, altramuz y yeros supone aproximadamente el 98%
de la destinada a leguminosas.

En los ultimos afios la superficie de siembra de leguminosas grano en Espafa se ha
estabilizado en torno a 500.000 ha, incrementandose de 319.000 ha en 1990 a las
508.000 ha en el 2003, debido principalmente a las ayudas de la P.A.C., que ademas de
subvencionar las superficies cultivadas, permite el cultivo de ciertas especies de este
grupo en parcelas procedentes del arranque del viiedo (MAPA, 2004).

Francia y Espafna han sido tradicionalmente paises productores de leguminosas
grano, aunque difieren en las especies producidas. En general, el guisante es la especie
mas importante en Francia y en el centro y norte de Europa, mientras que en la Europa
mediterranea lo son las habas, garbanzos, yeros y vezas. Segin el balance de
leguminosas grano en Espafia durante la campafia 2002/2003 (MAPA, 2006), la
produccion utilizable de las leguminosas consideradas en este estudio fue de 48,5, 13,1,
131,2 y 96,3 miles de toneladas para habas, altramuz, veza y otras especies del género
vicia, respectivamente siendo su principal destino la alimentacion animal. Con respecto
a Andalucia la produccion durante el afio 2003 (MAPA, 2006) fue de 75, 6, 2 y 0,5%,
respectivamente para habas, altramuz, veza y yeros. Los mayores productores de veza,
yeros y altramuz fueron Castilla la Mancha y Castilla y Leon.
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En las zonas mediterraneas de la Unién Europea, y concretamente en Andalucia,
existe una gran extension de terrenos adecuados para la siembra de leguminosas grano
y/o forrajeras, puesto que se trata de superficies de barbecho y tierras en retirada,
cultivos que por otro lado, contribuirian a la mejora de los suelos de secano al aumentar
la poblacion de bacterias fijadoras de nitrogeno. Ademas, para la region mediterranea,
de ecosistemas aridos y semiaridos, se ha propuesto como alternativa con mayores
posibilidades productivas y conservadoras del medio, el uso ganadero de las
leguminosas (Boza, 1993), en sistemas extensivos o semiextensivos sostenibles, lo que
contribuiria a generar empleo durante todo el afio, asi como a la estabilidad demografica
de esas zonas. En ambientes aridos y semidaridos, la cabra seria la especie animal de
eleccion dada su capacidad de adaptacion a dichas zonas y el elevado valor de sus
producciones, siendo Andalucia la zona de Espafia mas importante en lo que a
produccion de leche de cabra se refiere. De los 486,8 millones de litros de leche de
cabra producidos en el afio 2003 en Espafia, 239,6 millones se obtuvieron en Andalucia
(MAPA 2006). El interés actual por la leche de cabra se centra, fundamentalmente, en
su empleo para la produccion de queso, vislumbrandose la posibilidad de su utilizacion
como base de otros derivados lacteos, dada su calidad, no solo nutritiva sino también
saludable (Boza, 2005).

Por tanto, la produccion de leguminosas grano, con destino a la ganaderia, en
Andalucia tendria efectos econdmicos, medioambientales y sociales positivos, y podria
permitir mejorar y aumentar la produccion de alimentos tradicionales, con
denominacion de origen y ecoldgicos, no excedentarios y con una elevada incidencia en
la seguridad alimentaria. Ello supone desarrollar un cultivo con un modelo de
agricultura multifuncional. Ademas, de esta manera, se controlaria la produccion desde
el origen de la materia prima hasta el producto final, asegurandose la utilizacion
exclusiva de alimentos de origen vegetal en la alimentacion de rumiantes (Boza, 2004).
Sin embargo, la situacion actual en Espaiia, estd todavia lejos de este planteamiento. El
impulso al cultivo de leguminosas grano estaria justificado por el bajo rendimiento
promedio de los cultivos y, en consecuencia, la necesidad de obtener nuevas variedades
pero, especialmente y para conseguir su adecuado empleo en la alimentacion del
ganado, de conocer su composiciéon y valor nutritivo, asi como su influencia en la
produccién y calidad nutritiva y saludable de los alimentos obtenidos en base a ello
(carne y leche).

En relacion a la leche de cabra, se conoce que la dieta ejerce un claro efecto sobre la
cantidad producida y la calidad de la misma y, por tanto, también sobre la calidad de los
derivados lacteos (Morand-Fehr et al., 2000). Con respecto a la proteina, los nuevos
Sistemas de Valoracién Proteica de Alimentos para Rumiantes consideran no solo la
fraccion de proteina de la dieta que se degrada en el rumen sino también la fraccion de
proteina que escapa a la degradacion ruminal y llega al intestino delgado (ARC, 1980;
NRC, 1985, 1989, 2001; INRA, 1988; AFRC, 1992; Madsen et al., 1995;). Desde la
introduccion de estos sistemas, se ha realizado una serie de estudios que pretenden
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establecer el efecto de diferentes fuentes proteicas, en funcion de su composicion y
degradabilidad, sobre la produccion lactea con objeto de optimizar la produccion de
proteina lactea (Christensen et al., 1993; Sahlu et al., 1993; Mishra y Rai, 1996 a,b;
Sanz Sampelayo et al., 1998a; 1999).

De acuerdo con lo expuesto, se propuso la realizacién de un estudio en el que se
analizara la composicion y el aprovechamiento nutritivo de ciertas leguminosas grano
(habas, yeros, altramuz y veza), asi como de determinadas dietas en las que estas se
incluyeran, con objeto de establecer su potencial de empleo para cabras en lactacion.

Los objetivos planteados han sido los siguientes:

- Estimacion de las caracteristicas de la degradacion en el rumen de la materia
seca y de la proteina de las leguminosas grano objeto de estudio, asi como de
dietas disefiadas en base a ellas.

- Determinacion para cada leguminosa, del perfil aminoacidico de la proteina y
de su fraccion no degradada en el rumen.

- Estimacion de la digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en el
rumen, tanto de las distintas leguminosas como de las dietas experimentales.

- Estudio comparativo de las metodologias in situ-in vitro y solo in vitro.

- Establecimiento del valor nutritivo de las dietas experimentales que incluyen
leguminosas grano en caprino en lactacion.

- Estudio comparativo en caprino de la produccion de leche, composicion 'y
calidad tecnologica de la misma, segln las distintas dietas consumidas.
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2.1. LAS LEGUMINOSAS GRANO EN LA ALIMENTACION ANIMAL

El conocimiento de los sistemas agricolas primitivos y de los yacimientos
arqueologicos indica que los granos secos de las leguminosas se utilizaban para obtener
harinas destinadas al consumo humano. Eran de gran interés, tanto para cazadores-
recolectores como para agricultores, principalmente por su alto contenido en proteinas.
Normalmente, aparecian acompanando a cereales representativos de cada centro
agricola (Nadal Moyano et al., 2004a). En la Cuenca Mediterranea se pueden citar
asociaciones como las del trigo o cebada con garbanzos o habas. En América del Sur,
con el maiz y las judias (frijoles). En Africa, con el mijo o el sorgo y el caupi. La
asociacion cereal —leguminosa ha sido, por tanto, una constante en la agricultura.

En Espaiia, durante los afios 50, se promovid el desarrollo de sistemas de ganaderia
intensivos y el empleo de los concentrados frente a los forrajes en la alimentacion
animal. Como constituyentes del concentrado de la dieta, se utilizaban diferentes
fuentes proteicas suponiendo las leguminosas grano un 10% del consumo total de
piensos concentrados en 1950 (Gonzalez-Carbajo et al., 1978), cantidad que descendio
al 1%, aproximadamente, en 1976. Aunque en la alimentacion animal fue tradicional el
empleo de ciertas leguminosas grano como titarros (Lathyrus sativus y Lathyrus cicera),
yeros (Vicia ervilia), vezas (Vicia sativa), alberjones (Vicia norbonensis), algarrobas
(Vicia monantos), habas (Vicia faba), alhovas (Trigonella foenumgraecum), guisantes

(Pisum sativum) etc., no pudieron competir con el precio de la proteina de la torta de
soja, subproducto de la extraccion del aceite de la soja. A la falta de competitividad
también contribuy6 la inexistencia, tanto de mejoras en las técnicas de cultivo como de
nuevas variedades. Actualmente se estd potenciando, de nuevo, su empleo dada la
necesidad de diversificacion de las fuentes de proteina para la alimentacidon animal, que
se ha hecho mas patente con la aparicion de la encefalopatia espongiforme bovina. Las
leguminosas grano, por tanto, adquieren un gran potencial como fuentes de proteina
autdctonas con consecuencias ambientales y econdmicas favorables.

En la Figura 1 se representa la produccion de proteina procedente de leguminosas
grano (toneladas) y los requerimientos proteicos del ganado caprino (toneladas) desde
1961 a 2005 (datos obtenidos a partir de la produccion de leguminosas grano y del
nimero de cabezas de ganado caprino en Espafia desde 1961 a 2005. FAOSTAT, 2006).
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Figura 1. Produccion de proteina de leguminosas (toneladas)
y requerimientos proteicos de caprino (toneladas) en Espaiia.

Aun cuando no se han considerado a todos los rumiantes, se observa claramente que
la proteina aportada por las leguminosas grano producidas en Espafia no satisface los
requerimientos proteicos del caprino, si no que se cubren utilizando, en mayor medida,
harina de soja procedente de Estados Unidos. Se refleja la caida de la produccion de
leguminosas hasta 1994, en que se inicia un aumento progresivo, dadas las medidas
adoptadas por la PAC tras la aparicion de la encefalopatia espongiforme. No obstante, la
produccion estd todavia lejos de las alcanzadas afios atrds. Se requiere, por tanto, un
mayor impulso del empleo de las leguminosas grano en la alimentacion animal.

Ademas de su importancia en la alimentaciéon animal, las leguminosas grano
presentan un gran interés en la alimentacion humana. Recientemente se han demostrado
los efectos beneficiosos potenciales que pueden llegar a ejercer ciertos factores no
nutritivos presentes en las leguminosas. Entre ellos, hay evidencias del papel de los
inhibidores de la tripsina, acido fitico, saponinas y lectinas como factores reductores del
riesgo de aparicion de cancer (Champ, 2002; Lajolo et al., 2004). Champ (2002),
ademas, indica otros efectos, como la disminucion de la glucosa en sangre debida al
acido fitico, lectinas, inhibidores de amilasa o compuestos polifenolicos y el efecto
hipolipémico de saponinas, fitoesteroles, isoflavonas y acido fitico. Con respecto al
almidon y la fibra de las leguminosas grano, pueden emplearse en el procesado de
alimentos y, ademas, se ha observado que pueden presentar efectos beneficiosos para la
salud humana (Guillon y Champ, 2002).

2.1.1. Composicion quimica de las leguminosas grano

Las leguminosas grano presentan un porcentaje de proteina, en relacion a la materia
seca, de entre 20 y 40% (Hadjipanayiotou et al., 1985; Boza 1991; Abreu y Bruno-
Soares, 1998; Gonzalez y Andrés, 2003) por lo que tienen un papel obvio en el balance
de otros ingredientes de las dietas pobres en proteina. Contienen una baja cantidad de
aminodcidos azufrados (metionina y cisteina) y de triptéfano (Duranti y Gius, 1997;



Revision Bibliogréfica

Hadjipanayiotou y Economices, 2001) pero, son ricas en otros aminoacidos como la
lisina. Por ello, son el complemento ideal de dietas basadas en cereales, ricos en
aminoacidos azufrados y pobres en lisina (Nadal Moyano et al., 2004b). Segin Duranti
y Gius (1997), la mayor parte de las proteinas denominadas globulinas (legumina y
vincilina) tienen funcion de almacén y son insolubles en agua pero solubles en
soluciones salinas. La mayoria de las proteinas con actividad catalitica pertenecen al
grupo de las albuminas, menos abundantes. Junto a estas, existen proteinas minoritarias,
entre las que se incluyen los inhibidores de la tripsina, lectinas, lipoxigenasa y ureasa,
que son de gran relevancia para la calidad nutricional de la semilla. Gatel (1994) destaca
propiedades antigénicas en ciertas proteinas de las leguminosas grano, como las
lectinas, legumina y vincilina, que inducen en el animal que las consume respuestas
inmunes, locales o sistémicas.

Los carbohidratos constituyen aproximadamente un 50% del peso seco de las
leguminosas grano, siendo una fraccion nutritiva importante, puesto que por su elevada
digestibilidad constituyen una fuente de energia en la dieta. Destaca el almidon, excepto
en el altramuz, en el que solo representa cantidades traza, constituyentes de las paredes
celulares y alfa-galactésidos (Wiseman y Cole, 1988). Los estudios sobre el
comportamiento digestivo del almidon en las leguminosas grano, son escasos. Yu et al.
(2002), en una revision al respecto, presentan valores medios de degradabilidad ruminal
para el almidon de 88, 80, y 73% en altramuz, habas y guisantes, respectivamente. El
efecto del tratamiento con calor para reducir la degradabilidad de los carbohidratos, es
mucho mas dependiente del tipo de tratamiento y de las condiciones aplicadas durante
el proceso, que en el caso de la proteina. Yu et al. (2000) encontraron que la aplicacion
de calor y presion o de calor seco en habas, produjo una disminucion de la
degradabilidad del almidon.

El contenido en grasa de las leguminosas grano es, en general, bajo (1-2%), aunque
algunas, como el altramuz y el garbanzo, pueden alcanzar valores de hasta el 9% (Nadal
Moyano, 2004b; Gonzalez y Andrés, 2003). Los componentes fundamentales de la
grasa son los acidos oleico y linoleico, que constituyen 2/3 del total de los acidos grasos
presentes en las semillas de leguminosas.

Las leguminosas grano presentan un inconveniente importante debido a la presencia
de compuestos no nutritivos, cuya funcion en la planta es de defensa frente a parasitos o
plagas vegetales, pero que puede limitar su potencial como fuentes de nutrientes. Es
probable que la sensibilidad del animal ante los factores no nutritivos esté influenciada
por la especie y edad (Wiseman y Cole, 1988). El contenido en factores no nutritivos de
las leguminosas europeas es generalmente bajo, pero podria ser lo suficientemente alto
en ciertos cultivos, para llegar a reducir su valor nutritivo (Wiseman y Cole, 1988). Por
otro lado, las leguminosas grano suelen incluirse como una fraccion de la dieta, de
modo que el efecto de los factores no nutritivos se veria reducido (Nadal Moyano,
2004b). Algunos de los factores no nutritivos son proteinas, como las lectinas y los
inhibidores de proteasas, ampliamente distribuidos en las leguminosas grano. Sin
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embargo, los mas numerosos son compuestos fitoquimicos de bajo peso molecular,
como polifenoles, taninos, fitatos, saponinas, y algunos oligosacaridos.

Los inhibidores de proteasas de mayor importancia son aquellos que act@ian sobre la
tripsina y la quimotripsina, reduciendo la disponibilidad de la proteina y la absorcion de
los aminoacidos desde el intestino delgado (Birk, 1989). Si se inactivan, pueden tener
un papel nutricional positivo dado su elevado contenido en aminodcidos azufrados, en
relacion a la mayoria de las proteinas de la semilla (Ryan, 1990). Las lectinas son
proteinas que pueden unirse a glicoproteinas y carbohidratos y tienen su efecto
antinutritivo principal en el intestino delgado, interfiriendo con la absorcion de los
productos finales de la digestion, al unirse a células de la mucosa epitelial (Puztai,
1989).

La presencia de taninos en las leguminosas grano, principalmente localizados en la
cascarilla, es de gran importancia nutritiva. Los taninos son compuestos polifenolicos,
que pueden clasificarse en hidrolizables y condensados. Los taninos hidrolizables estan
formados por un nucleo constituido por un glucido, que presenta los grupos hidroxilo
esterificados con acidos fenolicos. Los taninos condensados, que son los mayoritarios,
son polimeros no ramificados de hidroxiflavonoles, unidos mediante enlaces entre
carbonos. Pérez Maldonado y Norton (1996) exponen que los taninos condensados
estan presentes en las plantas en tres formas: libres, asociados a proteina y asociados a
fibra, produciéndose un intercambio de las tres formas durante su digestion en el tracto
digestivo. El contenido en taninos condensados totales de las leguminosas grano, puede
alcanzar los 20g/kg (Jadhav et al., 1989). Se considera que los taninos tienen efectos
beneficiosos y perjudiciales dependiendo de su naturaleza y de su concentracion, asi
como de otros factores (especie animal, estado fisiolégico del animal y composiciéon de
la dieta) (Makkar, 2003). En algunos estudios se ha observado que la especie caprina no
es muy sensible a la presencia de taninos (Lee y Lee, 2002) en su dieta. Este aspecto
podria deberse a la secrecion de proteinas ricas en prolina en la saliva (Mehansho et al.,
1987), sugiriendo Provenza y Malechek (1984) que la produccion de estas proteinas es
significativa en cabras.

Los efectos antinutritivos de los taninos estan asociados con su habilidad para unirse
a proteinas de la dieta, polimeros como celulosa, hemicelulosa y pectinas, y minerales,
disminuyendo en consecuencia su digestion (McSweeney et al., 2001). También se ha
observado que los taninos pueden influir sobre el crecimiento microbiano, pero los
mecanismos implicados no son bien conocidos (McSweeney et al., 2001); asi mismo,
parece que ciertos microorganismos muestran mas tolerancia que otros a la presencia de
taninos. Se conoce que los taninos presentan mayor afinidad hacia ciertos polimeros,
como el polientilenglicol (PEG) y la polivinil pirrolidona (PVP), que hacia las
proteinas. Muchos estudios in vitro han demostrado una mejora de la digestibilidad de
la proteina de diferentes leguminosas grano usando PVP y PEG (Laurena et al., 1984;
Barroga et al., 1985; Sievwright y Shipe, 1986; Garrido et al., 1991). Se ha comprobado
que la adicion de polietilenglicol a dietas de cabras inhibe el efecto negativo sobre la
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digestion del nitrogeno en el rumen, puesto que se une a los taninos condensados
(Landau et al., 2002; 2003; Yafiez Ruiz, 2004).

Recientemente, el interés de los taninos esta incrementando dado su efecto potencial
sobre la utilizacion de la proteina de la dieta por el rumiante, principalmente en forrajes,
pero también en concentrados. Los complejos tanino-proteina son estables a pH de entre
3,5 y 8 (Jones y Mangan, 1977), pero se disocian al abandonar el rumen debido a los
cambios de pH, cuyo valor sea inferior a 3,5 como en el abomaso o superior a 8 como
en el duodeno (Mangan, 1988). Protegen a las proteinas de la degradacion microbiana
en el rumen (Aerts et al., 1999; Makkar, 2003) mediante la proteccion de la accion de
las proteasas o, directamente, por inhibicion de las proteasas, o por una combinacion de
ambas estrategias (Aerts et al., 1999). Como consecuencia de esta disminucion de la
degradacion, aumentaria el flujo de nitrégeno desde el rumen, asi como la absorciéon de
los aminoécidos en el intestino delgado, mejorando la productividad del animal (leche,
carne y lana) y reduciendo la produccién de metano y la excrecién de nitrogeno al
medio (Aerts et al., 1999; Makkar, 2003). Por tanto, los taninos condensados podrian
mejorar la disponibilidad de la proteina en dietas ricas en proteina degradable, que
excedieran los requerimientos microbianos, reduciendo su desaminacion en el rumen
(Barry y Manley, 1984; Barry et al., 1986; Mangan, 1988; Perez-Maldonado y Norton,
1996; McNeill et al., 1998). Teniendo en cuenta esta caracteristica, se han empleado
diferentes taninos en distintas proporciones, en la dieta de los rumiantes. Martinez et al.
(2004) observaron que el aporte de acido tanico, en diferentes proporciones, a semillas
de leguminosas molidas, disminuia la degradabilidad de la materia seca y de la proteina,
tras la incubacion en el rumen de ovejas segurenas. Este efecto fue consecuencia de
una marcada disminucion de la fraccion rapidamente degradable y de una menor
velocidad de degradacion, para todas las leguminosas y dosis empleadas. Se observo un
efecto dependiente de la dosis, siendo éste significativo con la mayor concentracion de
acido tanico en comparacion con las muestras no tratadas. El efecto dosis-dependiente
se ha comprobado en otros estudios (Aerts et al., 1999; Barry y McNabb, 1999; Hervas
et al., 2001), de modo que concentraciones moderadas de taninos condensados (2-4,5 %
en base a materia seca) pueden ejercer efectos beneficiosos sobre el metabolismo
proteico en rumiantes, mientras que altas concentraciones en la dieta (>5,5% de materia
seca) pueden disminuir la ingesta voluntaria de alimento, la eficiencia digestiva y la
productividad del animal. Sin embargo, los efectos no son los mismos para todos los
taninos condensados, si no que dependen de su estructura quimica (Min et al., 2003).
Pero el interés practico de los taninos esta, mas que en su empleo como suplemento de
la dieta, en la modificacion de su expresion génica en las leguminosas (seleccion de
variedades de leguminosas ricas en taninos). También se ha comprobado que los taninos
condensados presentes en la dieta pueden contribuir a la mejora de la salud animal,
puesto que reducen los efectos de los parasitos intestinales y el riesgo de hinchado del
rumen (Aerts et al., 1999).

11
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2.1.2 Valor nutritivo de las leguminosas grano

Los estudios sobre el valor nutritivo de leguminosas grano de la region mediterranea
son escasos. Se puede destacar el trabajo de Wiseman y Cole (1988) con cerdos, de
Castanon y Perez-Lanzac (1990) con gallinas ponedoras, y de Hadjipanayiotou et al.,
(1985) con ovejas, que apuntan la posibilidad del uso de estos granos para dietas en
animales, aunque en cantidades limitadas.

Con objeto de mejorar el valor nutritivo de las leguminosas grano se estan
empleando los ultimos avances en genética molecular para desarrollar nuevas
variedades. Tabe et al. (1993) destacan que, a nivel genético, deben considerarse tres
puntos para la mejora de la calidad de las proteinas de las leguminosas: la regulacion de
la expresion genética, la incorporacion de genes externos y la modificacion de genes
que codifiquen determinadas proteinas de almacenamiento. Por otro lado, se emplean
varias técnicas de tratamiento térmico sobre las semillas, en las que el calor se aplica
solo o en combinacion con otros procedimientos (Goelema et al., 1998), como se
expondré en apartados posteriores de esta memoria. Estas técnicas son viables, seguras
para el medio ambiente y relativamente baratas, comparadas con otros métodos, y no
suponen ningun peligro para la salud de los animales. También se emplea el tratamiento
con formaldehido (Tewatia et al., 1995; Rodehutscord et al., 1999).

Monogastricos

Los requerimientos proteicos para monogastricos se consideran en términos de
aminoacidos esenciales y, concretamente, del balance relativo de estos aminoacidos. La
utilizacion neta de la proteina de raciones basadas en leguminosas grano en
monogastricos, esta en torno al 65-70% en animales en crecimiento, mientras que los
valores observados con proteinas de origen animal suelen superar el 90% (Rubio, 2002).
Esto se debe principalmente a tres causas: la composicion aminoacidica de la proteina
de las leguminosas, su digestibilidad, y la presencia de sustancias no nutritivas (Gatel,
1994). Por ello, es deseable valorar el empleo de las leguminosas grano con otras
fuentes proteicas o con aminoacidos purificados (Wiseman y Cole, 1988).

Se han realizado diferentes estudios acerca del empleo de leguminosas grano
autdctonas en dietas para pollos, como alternativa a la torta de soja. Molina et al. (1983)
estudiaron el valor energético y proteico de la semilla de altramuz blanco (Lupinus
albus var. multulupa) frente a la torta de soja, en pollos en crecimiento. No encontraron
diferencias significativas, derivadas de la inclusion del altramuz en la dieta, respecto al
crecimiento. Sin embargo, el tratamiento de la semilla a 120°C durante 30 minutos,
aumento el crecimiento y la energia metabolizable. Posteriormente, Aguilera et al.
(1984), estudiaron la capacidad de utilizacién de diversas leguminosas grano incluidas
en dietas de pollos de carne asi como el efecto del tratamiento térmico (120°C durante
30 minutos) y de la incorporacion de lisina y metionina. La inclusion de las leguminosas
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en la dieta redujo el crecimiento, el balance de N y la retencion energética total, e
incremento la produccion de calor y deposicion de grasa. El tratamiento térmico de las
semillas aument6 el contenido de energia metabolizable en las dietas que contenian
veza y altramuz y la retencién de nitrogeno en pollos alimentados con la dieta que
contenia veza. La incorporacion de lisina y metionina a las dietas, produjo un aumento
de la ganancia de peso de los animales. La retencion total de energia fue muy similar
con las dietas sin suplementar y suplementadas a la de las dietas no suplementadas y se
observo un aumento de la sintesis proteica respecto de la deposicion de grasa.

Castanon y Pérez Lanzac (1990) estudiaron el efecto de la inclusion de habas, veza,
altramuz y guisantes seleccionados en dietas para gallinas ponedoras. Concluyeron que
el altramuz y los guisantes pueden competir con la soja en esas dietas, teniendo en
cuenta la proporcion en la que se incluye y los posibles efectos tdxicos asociados con
los factores no nutritivos. Obtuvieron una relacion negativa entre la concentracion en la
dieta de habas y veza y la ingesta y produccion de huevos. Por otro lado, observaron
que la inclusion de guisante y altramuz en cantidades de 300 y 200g/Kg,
respectivamente no afect6 la productividad. Sin embargo, la inclusion de la veza o de
las otras tres leguminosas en grandes cantidades en la dieta provocaba la caida de la
produccion de huevos al final del experimento, lo que podia deberse a la acumulacién
de compuestos toxicos en el organismo.

Rumiantes

Para valorar el empleo de leguminosas grano en la alimentaciéon de rumiantes, es
necesario conocer las caracteristicas de estas semillas como fuentes de proteina, su
degradabilidad y digestibilidad, asi como su efecto sobre la produccion y composicion
de la leche. Por otro lado, puesto que uno de los factores mds importantes que
determinan la produccion de leche es la ingesta, resulta clave la aceptabilidad de las
leguminosas grano por el rumiante. En este sentido, Dixon y Hosking (1992) senalan
que el altramuz y los guisantes son usualmente aceptados tanto por vacuno como por
ovino. Por otro lado, D’Mello (1992) expone que, en general, la ingesta voluntaria de
las leguminosas tiende a ser mds elevada que la de cereales o pastos.

Degradabilidad ruminal de la proteina

Los estudios de degradabilidad ruminal de leguminosas grano crudas son escasos,
excepto para el altramuz y las habas. Los datos disponibles, la mayoria obtenidos a
partir de la técnica in situ, reflejan gran variabilidad, que puede deberse a diferencias
metodologicas (condiciones de los animales y su alimentacion, molido de la muestra,
tamafio de poro del saco empleado para la incubacion de las muestras, velocidad de
paso de la dieta a través del rumen, etc) (Michalet-Doreau y Ould-Bah, 1992;
Huntington y Givens, 1995). Los estudios sobre la degradabilidad ruminal de las
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leguminosas grano con otras técnicas, son escasos. Ismartoyo (2001) determino la
pérdida de materia seca in vitro, de cuatro leguminosas grano, concluyendo que las
semillas eran facilmente degradables.

En general, la proteina de las leguminosas grano es altamente degradable, siendo el
valor de la fraccion rapidamente degradable elevado (Gonzalez y Andrés, 2003). La
proteina de las leguminosas grano es rica en albiminas y globulinas (85-100%) que son
muy solubles y rédpidamente degradables en el rumen (Van Straalen y Tamminga,
1990). Los distintos estudios relativos al altramuz grano (Aguilera et al., 1992; Aufrére
et al.,, 2001; Remond et al.,, 2003; Gonzalez y Andrés, 2003) revelan que la
degradabilidad efectiva de su proteina es elevada. Sin embargo, hay una gran
variabilidad en los valores de los parametros del perfil de degradacion. Gonzalez y
Andrés (2003), en su revision, encuentran valores de degradabilidad efectiva de la
proteina de altramuz, en ovino y vacuno, muy variables (62,3 -95,4%). Estos mismos
autores obtienen valores de degradabilidad efectiva de la proteina de habas, que oscilan
entre 79 y 91,4%. En el caso de los yeros y de la veza los estudios sobre degradabilidad
efectiva de la proteina no son tan numerosos. Los valores obtenidos oscilan en torno a
73 y 80,8 % para la veza y 69,3 y 80,4 % para los yeros (Aguilera et al., 1992; Guedes y
Dias da Silva, 1996; Gonzalez y Andrés, 2003).

Digestibilidad in vivo

Estudios realizados con habas, veza y yeros en dietas para cabras de raza granadina
(Varela et al., 1961) demuestran la elevada digestibilidad de estos alimentos, con
coeficientes de digestibilidad de la materia orgénica y proteina elevados (en torno al 80-
86%). Hadjipanayiotou et al. (1985) estudiaron el empleo de cinco leguminosas grano
(Lathyrus ochrus, Vicia ervilia, Cicer arientinum, Vicia faba y Vicia sativa) en la
alimentacion de ovejas, concluyendo que son buenas fuentes de proteina, de alta
digestibilidad y alto contenido energético y que sus pajas son de mayor valor nutritivo
que las de cereales. Sin embargo, estos autores apuntaron que se requerian mas estudios
antes de recomendar la inclusion de grandes cantidades de estos ingredientes en dietas
para rumiantes. Posteriormente, Abreu y Bruno-Soares (1998) obtienen valores
similares (entorno a 83,6 y 92,1) para los coeficientes de digestibilidad de la materia
organica de una serie de leguminosas grano (Pisum sativum, Cicer arietinum, Vicia
sativa, Vicia faba, Lathyrus ochrus, Lathyrus cicera, Lupinus angustifolius y Lupinus
luteus) en carneros. Estos autores observan que los componentes que mejor predicen la
digestibilidad de la materia organica, fueron la proteina bruta, fibra 4cido detergente y
almidon.
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Tratamiento tecnoldgico de las leguminosas grano: influencia sobre su valor nutritivo

Aunque las leguminosas grano son ricas en proteina, esta es altamente degradable en
el rumen, lo que disminuye su calidad como suplemento proteico para la alimentacion
animal. Por ello, se emplean diferentes estrategias como el tratamiento con calor (Yu et
al., 2002) o formaldehido (Antoniewicz et al., 1992), que reducen la degradacion
ruminal de la proteina, incrementando la cantidad de ésta que llega al intestino delgado,
para su absorcion y digestion. Ademas, el tratamiento con calor puede inactivar los
compuestos no nutritivos presentes en las leguminosas grano (Liener, 1980, Van der
Poel et al., 1991).

La digestion en el rumen de las fracciones potencialmente degradables del almidon
y la proteina puede ser descrita por un modelo cinético de desaparicion de este
compartimento (Orskov y McDonald, 1979), definido por dos actividades: la velocidad
de degradacion y el ritmo de paso a través del rumen. La modificaciéon de ambas
actividades, puede alterar la degradabilidad de proteinas y carbohidratos. Los
tratamientos con calor modifican la velocidad de degradacion en el rumen y con ello la
proporcion de almidon o proteina digerida en este u otros tramos posteriores del tracto
digestivo. Esto puede suponer una incidencia importante en la eficiencia de utilizacion
de la dieta y en la respuesta productiva del animal. El fundamento del empleo de estos
procesos es que el calor favorece la reaccion de Maillard entre los grupos aldehido de
los azucares y los grupos amino libre de la proteina, produciendo un complejo amino-
azlcar que es mas resistente que los péptidos normales a la hidrolisis enzimatica. Si el
tratamiento es lo suficientemente moderado, se puede reducir la degradacion ruminal
sin afectar, negativamente, a la digestibilidad intestinal. Por otro lado, la molienda
podria aumentar el ritmo de degradacion debido al aumento de la superficie expuesta a
la accion bacteriana, pero también el menor tamafio de particula disminuiria el tiempo
de retencion, compensando, en parte, la mayor velocidad de degradacion. Kibelolaud et
al. (1991) comprobaron que la molienda a diferentes tamafos de luz de malla influia
sobre la degradabilidad del nitrégeno en el rumen de la semilla de altramuz, obteniendo
unos valores de 93,0, 94,9 y 63 %, para un tamafio de muestra de 1, 1,5 y 5 mm
respectivamente. El efecto de la interaccion entre el tratamiento térmico y el procesado
fisico sobre la degradabilidad de la proteina, ha sido estudiado por Lykos y Varga
(1995). Estos autores midieron el tamafio medio de particula en habas de soja cruda y
tostada, que habian sido sometidas a molienda grosera o fina. Independientemente del
tipo de molienda, el tostado supuso una reducciéon mayor del tamafio de particula medio
de las semillas, respecto al de las habas crudas. Aunque el tratamiento térmico redujo la
degradabilidad de la proteina para ambos tipos de molienda, las diferencias por efecto
del tostado solo fueron significativas cuando las habas se suministraron finamente
molidas.

Los tratamientos térmicos para el procesado de alimentos, en los que se emplean
elevada temperatura, presion y humedad (extrusion y expansion), o tratamientos en seco
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(tostado y abrasado), mejoran la digestibilidad del almidon y reducen la solubilidad y
degradabilidad de las proteinas (Goelema, 1999). Durante el proceso de extrusion, el
tiempo de procesado varia de 30 a 50 segundos y la temperatura de 80 a 200°C. En la
expansion, el tiempo varia de 5 a 15 segundos y la temperatura de 80 a 140 °C. En el
tostado, el tiempo y la temperatura pueden ser muy variables, aunque existe otra
modalidad (abrasado) que es mas agresiva puesto que la temperatura puede llegar a
alcanzar los 200°C. Las diferencias en las temperaturas y el tiempo de calentamiento,
condicionan el resultado obtenido desde la subproteccion hasta el quemado.

La informacion bibliografica disponible refleja que el tratamiento mas utilizado para
la mejora del valor proteico de las leguminosas ha sido la extrusion. Este proceso en el
altramuz grano puede disminuir la degradabilidad de la proteina y aumentar la
digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en el rumen (Cros et al. 1992a;
Kibelolaud et al., 1993; Benchaar et al., 1994; Rémond et al., 2003;). Estudios recientes
de Solanas et al. (2005) han mostrado que la extrusion reduce claramente la
degradabilidad ruminal de la proteina de altramuz, garbanzo y soja, siendo la
digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en rumen de las leguminosas
tratadas significativamente superior que la que presentaban las semillas crudas. Se han
observado efectos similares de la extrusion sobre habas (Cros et al., 1992b) y guisantes
(Walhain et al., 1992). Masoero et al. (2005) emplearon el tratamiento por extrusion con
habas, altramuz y guisantes; a estos ultimos, también se les aplico la expansion y el
tostado. Observaron que el tratamiento del guisante mediante extrusion provocod la
disminuciéon de la degradacion de la proteina in vitro, en mayor medida que la
expansion y el tostado. La reduccion de la degradabilidad de la proteina in vitro de las
habas mediante extrusion fue del 37%, mientras que la del altramuz solo sufrié una
disminucién moderada.

Segun Goelema et al. (1998) el tostado con presion durante 3 minutos a 132°C
disminuy¢ la degradabilidad ruminal de la proteina de guisantes, habas y altramuz, asi
como la del almidén de los guisantes y las habas, en particular cuando las semillas se
trituraban frente a las semillas enteras, sin afectar seriamente a la digestibilidad total de
la proteina. Yu et al. (2002) ensayaron el tostado con presion y observaron que
incrementaba significativamente la fraccion de proteina no degradable en rumen de
altramuz, habas, guisantes y soja, incrementando el aporte de proteina al intestino
delgado. En cuanto a estudios de tratamiento con temperaturas mas elevadas (abrasado)
en altramuz, Robinson y McNiven (1993) y Murphy y McNiven (1994) observaron un
descenso en la fraccion soluble de la proteina y una reduccién en la tasa de degradacion
de la fraccion potencialmente degradable en rumen.

Aguilera et al. (1992) estudiaron el efecto del autoclavado a 120°C durante 30
minutos, sobre la degradabilidad de varias leguminosas grano. Como resultado, se
produjo un descenso importante en la degradabilidad efectiva de las semillas de
guisante y altramuz y, moderado, en el caso de los yeros, mientras que la degradabilidad
ruminal de la veza no se vid afectada. Por tanto, estos autores concluyen que la
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susceptibilidad del tratamiento con calor de la proteina en las leguminosas grano
variaba ampliamente, indicando que la extrapolacion de unas leguminosas a otras podria
llevar a errores.

Con respecto al efecto de los tratamientos térmicos sobre los factores no nutritivos
de las leguminosas grano, Van der Poel et al. (1991) aplicaron reconstitucion (humedad
y almacenamiento de las semillas en anaerobiosis durante varios dias), extrusion y
reconstitucion seguida de extrusion a habas (Vicia faba L.), observando un descenso
del nivel de taninos de aproximadamente 50% con todos los tratamientos. Ademas,
obtuvieron un aumento de la digestibilidad in vitro de la proteina de las habas mediante
la extrusion. Alonso et al. (2000) comprueban que el descascarillado es el tratamiento
mas efectivo para la reduccion de los niveles de taninos condensados y polifenoles, en
Vicia faba y Phaseolus vulgaris. Estos autores concluyeron que la extrusion fue el
tratamiento mas efectivo para la eliminacion de otros factores no nutritivos y la mejora
de la digestibilidad de la proteina y del almidon, en comparacion con el descascarillado,
la incubacién en agua o la germinacién. Un estudio posterior de Abd El-Hady y Habiba
(2003) concluye que el procesamiento mediante extrusion, previo remojo de las semillas
durante 16 horas, mejoraba el valor nutritivo de una serie de leguminosas grano (Vicia
faba, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum y Cicer arietinum) puesto que disminuia los
factores no nutritivos presentes y aumentaba la digestibilidad de la proteina.

La informacion con respecto al empleo del formaldehido en leguminosas grano es
escasa. Tewatia et al. (1995) y Rodehutscord et al. (1999), emplearon niveles bajos de
formaldehido (0,54 y 0,4 g/100g de proteina, respectivamente para habas y altramuz).
Tewatia et al. (1995) no observaron mejoras debidas al empleo de habas tratadas, en
cuanto a produccion y composicion de la leche y digestibilidad de los nutrientes en
cabras. Rodehutscord et al. (1999) no observaron cambios en la degradabilidad
potencial de la materia seca y proteina del altramuz sin tratar o tratado en ovejas aunque
la velocidad de degradacion, sobre todo para la proteina, disminuyd en la semilla
tratada. En cambio, otros autores emplean niveles mas elevados de formaldehido para el
tratamiento del altramuz (1-4 g/100g de proteina, Antoniewicz et al., 1992) y la harina
de soja (0,6-1,8 g/100g de proteina, Crooker et al., 1986), observando una marcada
disminucién de la degradabilidad in situ con el nivel mas bajo de formaldehido, y solo
pequefios cambios debidos al aumento de la concentracion de formaldehido.

Ingesta y produccion de leche

Dado que la leche de cabra se destina, casi por completo, a la produccion de queso,
resulta necesario evaluar las leguminosas grano no solo por su calidad nutritiva, sino
también por su efecto sobre la calidad tecnologica de la leche. Cambios en la proporcion
de proteina y grasa de la leche, mediados por la alimentacion, pueden provocar cambios
en los derivados lacteos.
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Existen numerosos estudios acerca del efecto de dietas que incluyen altramuz en
vacas sobre la produccion y composicion de la leche (Guillaume et al, 1987; May et al.,
1993; Robinson y McNiven, 1993; Singh et al., 1995, Bayourthe et al., 1998, Froidmont
y Bartiaux-Thill, 2004), mientras que la informacién referente al el empleo de otras
leguminosas en la alimentacidon de rumiantes (veza y yeros) es limitada (Haddad, 2006).
El altramuz tiene un contenido en proteina bruta de 35-40% que lo hace una alternativa
potencial a la harina de soja. Estos estudios, que emplean siempre harina de soja como
fuente de proteina en la dieta control, proporcionan resultados muy diversos dado que
consideran distintos niveles de leguminosa en el concentrado, distinta relacion
forraje:concentrado y semilla completa o molida, cruda o tratada. No obstante los
resultados sugieren que la sustitucion de harina de soja por altramuz crudo molido,
resultaria en una produccion de leche igual o menor que con la harina de soja. En
relacion a los efectos de las dietas que incluyan altramuz sobre la composicion en
acidos grasos de la leche producida por vacuno, diferentes estudios (Robinson y
McNiven, 1993; Singh et al., 1995; Froidmont y Bartiaux-Thill, 2004) obtienen alta
proporcion de acidos grasos de cadena larga en la leche, que podria tener influencia en
los productos derivados de esta.

Guillaume et al. (1987), observaron el efecto de la inclusion de altramuz molido
frente a soja, en dietas isonitrogenadas para vacas en lactacion. Aquellos animales
alimentados con altramuz, consumian menos materia seca y producian menos leche, con
menor porcentaje de proteina, que las vacas suplementadas con harina de soja. Estudios
posteriores de May et al. (1993) demostraron que vacas alimentadas con dietas que
incluian un 75% de la proteina procedente del altramuz, en comparacion con aquellas
cuya dieta incluia harina de soja, presentaban ingestas de materia seca similares y
cantidades iguales de leche producida y de proteina en la leche. También observaron
mayor produccion de leche en animales alimentados con dietas en las que el altramuz
estaba molido de manera grosera frente a aquellas en los que la semilla se incluia entera.

Robinson y McNiven (1993) estudiaron la suplementacion con altramuz molido
groseramente, crudo y tratado a 115°C frente a la harina de soja. Observaron que, pese a
una menor ingesta de materia seca en las vacas alimentadas con ambos tipos de
altramuz, la produccion de leche y sus componentes fueron similares en vacas
alimentadas con las tres fuentes proteicas, aunque la cantidad de la proteina en la leche,
en el caso de la suplementacion con altramuz, fue menor. Sin embargo, la proporcion de
acidos grasos hipocolesterolémicos aumentd en la leche de vacas alimentadas con
altramuz, tanto crudo como tratado. Atribuyeron este efecto, en parte, a la transferencia
de los acidos grasos de la dieta C18:1y C18:2 a la leche, efecto que se increment6 en el
caso de la semilla tratada. Singh et al. (1995) y Froidmont y Bartiaux-Thill (2004) han
descrito este ultimo efecto en un estudio similar. Singh et al. (1995), también
observaron que la ingesta de materia seca en vacas alimentadas con altramuz crudo o
tratado a 105°C fue menor que en aquellas alimentadas con harina de soja y que no hubo
diferencias en la produccion de leche. Sin embargo, aquellos animales alimentados con
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dietas que incluian altramuz tratado produjeron mas leche, con mayor cantidad de grasa,
proteina y lactosa. Bayourthe et al. (1998) demostraron que una dieta con altramuz
grano al que se le aplico extrusion a 195°C, como suplemento proteico frente a harina de
soja, disminuyo6 la ingesta, incrementd la produccion de leche y provocd un ligero
descenso en el porcentaje de grasa de la misma y un descenso en el contenido en
proteina de la leche.

Recientemente, Masucci et al. (2006) han estudiado el empleo del altramuz frente a
harina de soja, en dietas isonitrogenadas para ovejas en lactacion. Esta sustitucion no
dio lugar a diferencias significativas en cuanto a ingesta de materia seca, produccion y
caracteristicas de la leche, ni en cuanto a sus propiedades de coagulado. La leche de
ovejas alimentadas con la dieta que incluia altramuz, mostré6 un mayor nivel de acidos
grasos de cadena media en su composicion, de particular interés en la salud de los
consumidores, asi como una menor cantidad de acidos grasos de cadena larga C18:0,
C18:1y C18:2 al contrario que lo observado por Robinson y McNiven (1993), Singh et
al. (1995) y Froidmont y Bartiaux-Thill (2004).

Con respecto a otras leguminosas, Purroy y Surra (1990) emplearon proteina de
guisantes o habas, en dietas de corderos en crecimiento, para la sustitucion parcial o
total de la proteina de la torta de soja. Observaron resultados similares en cuanto a
produccion y calidad de la canal.

En cuanto a estudios de valoracion nutritiva referentes a veza y yeros, la
informacion disponible es escasa. Haddad (2005) comprueba que la sustitucion parcial o
total de la harina de soja por yeros en dietas para corderos en crecimiento, no afecta a la
ingesta de nutrientes o al crecimiento de los animales.

En relacion a la alimentacién de cabras, Varela et al. (1960), concluyen que las
habas son un alimento idoéneo para la produccion. Ensayaron, comparativamente dos
leguminosas, habas y veza, en cabras de raza granadina, observando que era posible la
sustitucion de las habas por la veza, puesto que no se modificaba la cantidad de leche
producida, ni el porcentaje en grasa. Sanz Sampelayo et al. (1999) estudiaron el empleo
de las habas como fuente de proteina en piensos para cabras en lactacion, observando un
aumento significativo del contenido de proteina en la leche.

2.2. COMPOSICION Y CALIDAD DE LA LECHE DE CABRA

La leche de cabra y sus productos derivados son de gran importancia en la nutriciéon
humana. Haenlein (2004) resume los aspectos que actualmente centran el interés por la
leche de cabra, en los siguientes: 1) la leche y el queso de cabra han sido de gran
relevancia en la alimentacion de las zonas rurales y desfavorecidas, siendo la fuente
principal de proteina para su poblacidon; 2) las exigencias gastronomicas de los
consumidores hacen que aumente la demanda de productos derivados de la cabra,
especialmente queso y yogurt, por lo que se requiere un mayor conocimiento de la
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materia prima, en relacion a los productos finales; 3) la mejora que el empleo de leche
de cabra y derivados lacteos en individuos que padecen alergias y otros desordenes
gastrointestinales, derivados del consumo de leche de vacuno, un sector de la poblacién
significativo en paises desarrollados. Parece, por tanto, que la composicion de la leche
de cabra determina caracteristicas beneficiosas especiales y propiedades demostradas
para la nutricién y salud humana, junto con su valor general como alimento (Haenlein,
2004).

La composicion quimica de la leche de cabra varia considerablemente en funcion
del estado de lactacién, tipo de alimentacidn, raza, caracteristicas propias de cada
animal, clima, etc. (Boza y Sanz Sampelayo, 1997). Puesto que la proteina,
especialmente la caseina, y la grasa, tanto en cantidad como en cuanto a su perfil de
acidos grasos, adquieren gran importancia para la salud humana y en la transformacion
quesera, ambos aspectos se desarrollaran con mayor profundidad en este capitulo.

2.2.1 Composicion de la leche. Aspectos comparativos entre las leches de cabra, vaca y
oveja

La leche de cabra y oveja presenta un color blanco, comparado con la de vaca que es
amarillento, dada la presencia de carotenos en esta Gltima (Saini y Gill, 1991). La leche
de cabra es de naturaleza alcalina, al contrario que la de vaca que es ligeramente acida,
siendo muy util para individuos con problemas de acidez. Dicha alcalinidad se debe a su
mayor contenido proteico y a la presencia de diferentes fosfatos (Saini y Gill, 1991).

La leche de oveja presenta mayor contenido de grasa, proteina, cenizas y so6lidos
totales que la de cabra (Hadjipanayiotou, 1995; Jandal, 1996; Sanz Sampelayo et al.,
2003; Jung Hoon Lee, 2006), siendo los valores de esta ultima superiores a los de la
leche de vaca (Hadjipanayiotou, 1995). En cuanto al nitrégeno no proteico (NNP),
Hadjipanayiotou (1995) observo que la leche que presenta mayor cantidad (en gramos
por kilogramo de leche producida) es la de cabra (2,91 g/kg), seguida de la de oveja (2,7
g/kg) y vaca (2,18 g/kg). Sin embargo, el NNP como porcentaje de la proteina bruta, fue
similar en la leche de cabra y vaca (7,13 y 7,43 % respectivamente) mientras que la de
oveja presentd el valor mas bajo (4,66 %). Por otro lado, Morand-Fehr et al. (1982)
obtienen un porcentaje de NNP mayor en la leche de cabra (9-9%) que en la de vaca
(5%). Estas diferencias, entre la leche de vaca, oveja y cabra influyen en el proceso de
su transformacién en queso y en las caracteristicas de este.

Con respecto a la composicion aminoacidica, la leche de cabra presenta valores
superiores a los de la de vaca, en relacion a seis de los diez aminoécidos esenciales
(treonina, isoleucina, lisina, cisteina, tirosina, valina; Posati y Orr, 1976).

La leche de cabra es deficiente en vitamina B12 y 4cido f6lico, comparada con la
leche de vaca. La distribucion de otras vitaminas y de Ca, Mg, Na, K, y P es similar en
la leche de vaca y cabra (Chandan et al., 1992). Jandal (1996), en una revision al
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respecto, sefiala que la leche de cabra tiene un contenido mineral ligeramente superior a
la de vaca, pero inferior al de la de oveja. Sin embargo, la leche de cabra presenta
valores superiores de calcio (194 mg/ 100 g) y fésforo (270 mg/ 100g) (Posati y Orr,
1976) a los de la de oveja (160 y 145 mg/100 g para calcio y fosforo, respectivamente)
(Saini y Gill, 1991).

El carbohidrato mayoritario de la leche de cabra es la lactosa, cuyo porcentaje (4,08-
4,45) es similar al de la leche de vaca (4,66-4,78%) (Chandan et al., 1992; Jandal, 1996)
pero ligeramente superior al de oveja (3,7%) (Jandal, 1996).

2.2.2. Composicion y caracteristicas de la proteina

Las proteinas de la leche de cabra son similares a las mas importantes de la leche de
vaca, en cuanto a su clasificaciéon general: a-, B-, k-caseinas, B-lactoglobulina, o-
lactoalbumina. Sin embargo, son diferentes en cuanto a polimorfismos genéticos y su
frecuencia en la poblacion de cabras (Martin, 1993). Las caseinas representan la
fraccion proteica mayoritaria de la leche de cabra y se definen como un grupo
heterogéneo de fosfoproteinas, que precipitan a partir de la leche descremada a pH 4,6 y
a 20°C (Thompson et al., 1965).

El complejo caseinico tiene cuatro componentes principales, que son cadenas
polipeptidicas, denominadas o), a5, -, y k-caseinas (esta ultima, en ocasiones, también
glicosilada). En cuanto al polimorfismo genético, la B-caseina presentaria 4 alelos, y
tanto la a-s2- como la k-caseina, presentarian dos variantes. La os;-caseina se distingue
por un fuerte polimorfismo estructural, asociado a una variabilidad alélica cuantitativa.
A principios de los afios 80, se identificaron siete variantes genéticas de la ogj-caseina
(Boulanger et al., 1984). Posteriormente, se observo que las variantes genéticas podrian
agruparse en categorias segun el nivel de sintesis de la og;-caseina en la leche de cabra
(Grosclaude et al. 1987). Grosclaude et al. (1987) concluyeron que las variantes A, B y
C se acompafian de una produccién alta de og-caseina (aproximadamente 3,6g/1); el
alelo E, asociado a un nivel medio, (aproximadamente 1,6 g/l); los alelos D y F,
asociados a un nivel bajo de sintesis (aproximadamente 0,6 g/l) y el alelo O, que
confiere el fenotipo nulo. Estos autores sugieren que cada variante individual tiene una
funcioén aditiva en la sintesis de os;-caseina. La combinacion F/F tendria una produccion
significativamente menor de og-caseina que la E/F, y ambas producirian
significativamente menos cantidad que las combinaciones A/F y A/E (Grosclaude et al.,
1987). A finales de los afios 90, se identificaron nuevas variantes genéticas adicionales
de la ogj-caseina (Martin y Addeo, 1996) como la G, que al igual que las D y F, esta
asociada con una baja produccién de og;-caseina. Ademas, se observo que la variante B,
presentaba tres formas diferentes: B1, B2 y B3, asociadas con una sintesis relativamente
elevada de la ag-caseina. En razas caprinas italianas se han descrito cuatros nuevas
variantes: C' ,A', X y W (Chianese et al., 1995) y en razas africanas se ha identificado
la variante H (Pépin, 1995). Estas diferencias en los tipos genéticos, se deben a
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sustituciones o delecciones de aminoacidos en las cadenas de proteinas (Trujillo et al.,
1997).

Con respecto a la fraccion caseina, la leche de cabra es rica en f-caseina y pobre en
asi-caseina, mientras que en la leche de vaca, la og-caseina es mayoritaria (Chandan et
al.,, 1992; Trujillo et al., 1997). La leche de cabra contiene niveles relativamente
mayores de og-caseina, en comparacion con la de vaca, aunque la suma de las
fracciones, og- mas og-caseina, en la leche de cabra es menor que la fraccion de oy -
caseina de la de vaca (Chandan, 1992). La proporcion de las distintas fracciones
caseinicas (as, 052, B, y ), particularmente el contenido en oy, afecta a las propiedades
de coagulacion de la leche y a la produccion de queso (Ambrosoli et al., 1988; Remeuf
et al., 1987, 1993; Vassal et al., 1994), asi como a sus caracteristicas (Grosclaude et al.,
1994).

Las caseinas se organizan en la leche en forma de micelas, asociadas a un complejo
mineral, compuesto de fosfato calcico. Las micelas de caseina caprina presentan un
grado de dispersion y un didmetro medio mayores, una mineralizacion mas elevada, un
nivel de hidratacion inferior y son menos estables a los tratamientos térmicos, con
respecto a las micelas de la leche de bovino (Trujillo et al., 1997). Estos parametros
pueden variar de forma méas o menos acusada dependiendo de la variante de la o-
slcaseina presente (Remeuf, 1993; Pierre et al., 1995).

Las principales proteinas séricas de la leche caprina son a-lactalbimina y B-
lactoglobulina; la fraccion minoritaria estd constituida por seroalbumina, proteosas,
peptonas e inmunoglobulinas (Jennes, 1979).

En cuanto a la composicion de la leche de cabra en funcién del genotipo, Clark y
Sherbon (2000) observaron que la leche de cabras, con al menos un tipo de la variante
genética de alta produccion de a-sl caseina (A, B1, B2, B3 o C), contenia un mayor
porcentaje de solidos totales, solidos no grasos, proteina y a-s1 caseina que aquellas que
presentaban solo variantes de baja produccion de og-caseina (D, F o G) o eran
homocigoticas para la variante nula. Estos autores no encontraron diferencias
significativas en cuanto a la coagulacion de la leche procedente de cabras con diferentes
variantes genéticas para la og;-caseina. Sin embargo, observaron tendencias notables en
este sentido: la leche que contenia al menos una variante de tipo alto tendia a presentar
mejores propiedades de coagulacion que la leche procedente de cabras homocigotas
para el alelo O. Recientemente, De la Torre (2006) obtiene que tanto el rendimiento
quesero como la firmeza de la cuajada resultaron mayores con el empleo de leche
procedente de cabras de alta capacidad de sintesis de os-caseina frente a animales de
baja capacidad.

Quiles et al. (1994) estudiaron la evolucién, durante la lactacion, del contenido en
proteina total, caseinas (a, P, k) y proteinas del suero (B-lactoglobulina, o-
lactoalbumina) en la leche de 44 cabras de raza murciano-granadina y obtuvieron unos
valores medios de 40,9, 32,1 y 8,7 g/l, respectivamente. Dentro de estos grupos las
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cantidades obtenidas para o-, B-, y k- caseinas, asi como para B-lactoglobulina, o-
lactoalblimina y proteinas minoritarias del suero (seroalbumina, inmunoglobulinas y las
proteosas y peptonas) fueron de 8,5, 21, 2,5, 5,8, 1,5 y 1,4 g/l, respectivamente.
Observaron que todas las proteinas y fracciones aumentaron significativamente durante
la lactacion, excepto las proteinas minoritarias del suero, que disminuyeron. Diaz et al.
(1999) observaron que el contenido en proteinas y caseinas totales de la leche de cabras
de raza murciano-granadina, variaba a lo largo de la lactacién en una magnitud que
dependia de la estacion de la paridera, observandose una mayor variacion en la paridera
de primavera. Dicha variaciéon fue mucho menor para el caso de las fracciones de oy k
caseinas.

2.2.3. Composicion de la grasa. Perfil en acidos grasos

El porcentaje de grasa es el factor determinante de la cremosidad y del sabor de la
leche de cabra y sus productos derivados (Morand-Fehr et al., 1999). El valor es
superior en la leche de cabra (4,81) que en la de vaca (3,38), existiendo diferencias en
cuanto a la estructura fisica y perfil en acidos grasos (Boza y Sanz sampelayo, 1997). El
tamafio medio de la micela o globulo graso de la leche de cabra es de 3,5 um,
presentando un alto porcentaje de glébulos con un tamafo de 1,5 a 3 pum,
considerablemente inferiores a los que presenta la leche de vaca (4,5 um) (Stark, 1988;
Chandan et al., 1992; Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

Una de las principales peculiaridades de la leche de cabra es su composicion en
acidos grasos, que es diferente a la que presenta la leche de vaca (Haenlein, 2004) y la
de oveja (Jung et al., 2005). La leche de cabra es rica en triglicéridos de cadena media
(MCT), formados por acidos grasos cuya cadena carbonada presenta de 6 a 10 4&tomos
de carbono. La mayor proporciéon de los acidos caproico (C6:0), caprilico (C8:0),
caprico (C10:0), que pueden constituir del 15 al 18% en la leche de cabra, frente al 5-
9% que presenta la de vaca (Boza y Sanz Sampelayo, 1997), confiere a la leche de cabra
su sabor caracteristico. Esta tiene mayor cantidad de acidos monoinsaturados (MUFA),
poliinsaturados (PUFA) y triglicéridos de cadena media (MCT) en comparacion con la
leche de vaca y oveja (Haenlein, 2004; Jung et al., 2006). La leche de cabra presenta,
por tanto, valores muchos mas altos de los acidos butirico (C4:0), caproico (C6:0),
caprilico (C8:0), caprico (C10:0), laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico
(C16:0), que las de vaca y oveja. Sin embargo, la leche de vaca presenta valores mas
elevados de los acidos estearico (C18:0) y oleico (C18:1) (Haenlein, 2004), mientras
que la de oveja contiene mayores niveles de acidos grasos saturados de cadena larga,
particularmente estearico (18:0) y eicosanoico (20:0).

Alonso et al. (1999) estudiaron la composicion en acidos grasos de la leche de cinco
rebafos de cabras en la region de Murcia. Observaron que los cinco 4cidos grasos de
mayor importancia, en términos cuantitativos (C16:0, C18:1, C10:0, C14:0 y C18:0)
constituian mas del 75% del total de los acidos grasos de la leche, mientras que los
valores medios de acidos caprilico y caprico fueron de 2,7 y 9,9%, respectivamente.
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Poveda y Cabezas (2006) obtienen resultados similares en quesos producidos a partir de
leche de cabras de la region de La Mancha, concluyendo que estos cinco acidos grasos
mayoritarios constituian, aproximadamente, el 85% del total de 4cidos grasos. Ademas,
sefalan que el acido butirico era el principal acido graso de cadena corta (5,6% del total
de acidos grasos), siendo el caprico el acido graso de cadena media mayoritario (8,9%
del total de acidos grasos).

Con respecto a los acidos grasos ramificados, Alonso et al. (1999) identificaron 36
en la leche de cabra. Los mas importantes, en términos cuantitativos, fueron las formas
iso- y anteiso- del C15 y anteiso-C17 e iso-C16. Estos acidos grasos también son
predominantes en la leche de vaca. Kim Ha y Lindsay (1993) determinaron la fraccién
de acidos grasos volatiles en quesos y cuantificaron 5 &cidos grasos ramificados de
menos de 10 dtomos de carbono, no identificados anteriormente (Massart-Leen et al.,
1981). Estos autores hicieron énfasis en la existencia de 4cidos grasos ramificados
monometilo, ademas de las formas iso y anteiso, principalmente sustituciones de grupos
metil sobre acidos grasos C4 y C6, presentes en la leche caprina pero no en la bovina.
Identificaron y cuantificaron 25 acidos grasos ramificados con un grupo metil, 2 acidos
grasos con grupo dimetil y 4 con grupo etil. Los acidos 4 etiloctanoato (227 pg/g) y 4
metiloctanoato (391 pg/g) confieren el sabor caracteristico a la leche y derivados lacteos
de cabra y oveja. Aproximadamente del 5 al 15% de la cantidad total de C18:1 esta en
configuracién trans, tanto en cabra (Alonso et al., 1999) como en vaca (Selner y
Schultz, 1980) siendo el principal isémero el trans-vacénico (35-40%) para ambas
(Bicherstaffe et al., 1972; Alonso et al. 1999). Con respecto al contenido en trans-
C18:1 de la grasa de la leche de cabra, Alonso et al. (1999) obtuvieron un valor medio
de 2,12%, menor que el estimado para la leche de vaca (3,8 %) por otros autores
(Prencht y Molkentin, 1996). Sin embargo, la proporcion de los distintos isomeros del
trans-C18:1 y el contenido de trans-C16:1 fue comparable en ambas especies (Alonso et
al., 1999).

Jung et al. (2006) observaron que la leche de cabra presenta niveles mas bajos de
ciertos acidos grasos monoinsaturados (C13:1n-9, C14:1n-5, C16:1 trans, C16:1n-7 y
C18:1n-9) en comparacion con la de oveja. En este estudio no se observaron diferencias
significativas en cuanto a la cantidad de acido C18:1 trans entre las leches de cabra y
oveja. Sin embargo, otros autores demuestran que el nivel de los dcidos C18:1 trans es
significativamente superior en la leche de oveja que en la de cabra (Griinari y Bauman,
1999). El nivel de 4cido vacénico (C18:1 11-trans) en leche de oveja fue ligeramente
superior al de la de cabra; no obstante, el contenido en acidos grasos C18:1 trans, varia
en funcion de la alimentacidn, periodo de lactacion o raza. Con respecto a los acidos
grasos polinsaturados, no se observaron diferencias en cuanto a C18:2 cis-9, trans-11,
linolenico (C18:3n-3) y docosapentaenoico (C22:5n-3). Sin embargo, los niveles de
acido linoleico (C18:2n-6), C18:2 trans-10, cis-12 y y-linolenico (C18:3n-6) en leche de
cabra fueron significativamente mas bajos que en leche de oveja. Actualmente, uno de
los aspectos mas estudiado con respecto a la leche y carne del rumiante, es la cantidad
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en acido linoleico conjugado (CLA), dadas las propiedades saludables que se le
atribuyen. El término &cido linoleico conjugado, incluye una serie de isdmeros,
principalmente cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12, del 4cido linoleico, que es el cis-9, cis-
12 octadecaenoico. Se considera que el acido C18:2 cis-9, trans-11, es el mayoritario en
la leche de rumiantes, denominandose también acido ruménico. Griinari y Bauman
(1999) concluyen que la leche de oveja presenta el mayor contenido de CLA y acido
vacénico, en comparacion con la leche de cabra y vaca. El valor medio de acido
ruménico (cis-9, trans-11) en cabras est4 en torno a 0,4-0,9% del total de 4cidos grasos
(Alonso et al., 1999; Gulati et al., 2000; Chilliard et al., 2002).

2.2.4. Aspectos saludables de la leche de cabra

Acidos grasos

La leche de cabra presenta mayor digestibilidad que la de vaca, debido a ciertos
aspectos relativos a la grasa: tamafio de los globulos de grasa y presencia de acidos
grasos de cadena corta y media. El menor tamafio de los glébulos grasos de la leche de
cabra proporciona una emulsion fina y més uniforme, que confiere mayor digestibilidad
frente a la leche de vaca (Stark, 1988; Chandan et al., 1992; Jandal, 1996; Boza y Sanz
Sampelayo, 1997). Por otro lado, esta caracteristica hace que, desde el punto de vista
tecnoldgico, la grasa sea mas susceptible a la lipolisis y al desarrollo de aromas tipicos,
asociados con la presencia de acidos grasos volatiles (Chandan et al., 1992). Ademas, la
leche de cabra es rica en acidos grasos de cadena corta y media (C4:0- C12:0), siendo su
digestion mas rapida puesto que las lipasas actian mdas facilmente sobre las uniones
ester de estos acidos grasos que sobre las que presentan los 4cidos grasos de cadena
larga (Jennes, 1980; Chandan et al., 1992). Los acidos caprico, caprilico y caproico,
presentan gran interés desde el punto de vista terapéutico, debido a su utilidad en
determinadas enfermedades metabolicas, sindromes de malabsorcion,
hiperlipoproteinemia, malnutricion infantil, epilepsia, esteatorrea, fibrosis quistica, etc.
(Garcia Unciti, 1996; Boza y Sanz Sampelayo, 1997; Sanz Sampelayo et al., 2003;
Haenlein, 2004). Estos acidos grasos, dado su especial metabolismo, proporcionan
energia en niflos en crecimiento y tienen efectos hipocolesterolémicos en tejidos, a
través de la inhibicion de la formacion de depositos de colesterol (Park 1994; Haenlein,
2004).

Los acidos grasos de la leche y sus productos derivados, que presentan un potencial
anticarcinogénico o0 antiaterogénico, son el butirico, oleico, &cidos grasos
poliinsaturados (especialmente los w-3) y el &cido linoleico conjugado (CLA) (Chilliard
et al., 2000). Aquellos acidos grasos de la dieta que presentan un efecto potencial
negativo sobre la salud humana, asociados con el incremento de la frecuencia de
padecer arteroesclerosis, enfermedades coronarias y céncer, son los acidos saturados,
laurico  (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0), considerados
hipercolesterolémicos (responsables de elevar la concentracion de LDL colesterol)
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(Murphy, 2001; Givens y Shingfield, 2004) y los acidos grasos monoinsaturados trans o
una parte de ellos (Chilliard et al., 2000).

El 4cido butirico (C4:0) inhibe el crecimiento celular e induce a la diferenciacion en
un amplio espectro de lineas celulares cancerosas, incluyendo las del cancer de mama y
colon (Parodi, 1999; Murphy, 2001).

Los acidos grasos monoinsaturados (MUFA), tienen efectos positivos sobre las
lipoproteinas plasmaticas humanas. El acido oleico (C18:1) disminuye la cantidad de
LDL colesterol sin afectar al HDL colesterol, resultando beneficioso puesto que existe
una relacion inversa entre HDL colesterol y la aparicion de ateroesclerosis (Murphy,
2001). Los acidos grasos monoinsaturados, C18 trans, que aumentan el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, estan presentes en menor proporcion en la grasa de la
leche de cabra (Alonso, 1999) que en la de vaca.

Los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs), cuyo consumo reduce le riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, no se sintetizan en cantidades apreciables en
los tejidos de los rumiantes y, por tanto, su concentracion en leche es, esencialmente, un
reflejo de la cantidad de estos que abandona el rumen (Givens y Shingfield, 2004). Por
ello, una estrategia para el aumento de la cantidad de éstos en la leche de los rumiantes
es la manipulacion de su alimentacion (Sanz Sampelayo et al., 2000; 2002), por ejemplo
mediante el empleo de aceites ricos en acido linoleico (C18:2 n-6) y linolénico (C18:3
n-3), y aceite de pescado como fuente de eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico
(DHA), estos ultimos con propiedades antiaterogénicas.

El CLA se ha asociado con importantes actividades biologicas, incluyendo la
anticarcinogénica y aterogénica, la reduccion de los efectos catabolicos de la
estimulacioén inmune, la mejora del crecimiento, la disminucién de la grasa corporal y la
regulacion de la glucosa en sangre (Murphy, 2001). La leche y sus derivados son la
mayor fuente de CLA en la dieta humana, y el isomero cis-9, trans-11, el mas abundante
en los alimentos derivados de los rumiantes, habiéndose desarrollado una serie de
estrategias nutricionales para maximizar su contenido en la leche (Chilliard et al., 2000).

La composicién en acidos grasos de la grasa de la leche de cabra puede modificarse
mediante la alimentacion como se expondra en un apartado posterior de esta memoria,
de manera que se incrementen los acidos grasos de mayor interés para el consumo
humano, disminuyendo aquellos mas perjudiciales.

Proteina

Los efectos cuantitativos, ligados al polimorfismo genético de la asl-caseina,
ademads de repercutir en la calidad tecnolédgica de la leche de cabra, particularmente en
su comportamiento frente a la coagulacion, lo hacen en la calidad saludable de la misma
(Sanz Sampelayo et al., 2003). En este sentido, la leche de cabras que presenten alta
sintesis de asl-caseina, tendria la mejor calidad tecnolodgica, existiendo actualmente
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programas de seleccion genética hacia este tipo de animales (Clark y Sherbon, 2000;
Raynal-Ljutovac et al., 2005). También se ha observado que las cabras que contengan
los alelos asociados con un nivel nulo o bajo de sintesis de la asl-caseina, presentarian
mayor nivel de lipolisis que aquellas de variantes genéticas de alta produccion (Raynal-
Ljutovac et al., 2005). Con respecto a la calidad nutritiva, la leche procedente de cabras
caracterizadas por una sintesis baja o nula de asl-caseina, tendria un tiempo de
coagulacion menor, por lo que formaria una cuajada mas suave y de menor firmeza;
esta seria mas facil de hidrolizar por las enzimas proteoliticas digestivas dando lugar a
un mayor aprovechamiento digestivo de distintos nutrientes (Jennes, 1980; Chandan et
al., 1992; Park, 1994; Sanz Sampelayo et al., 2003).

La alergia alimentaria mas frecuente, especialmente en nifios, es la debida al
consumo de leche de vaca (Podleski, 1992). De acuerdo con Taylor (1986), la
alergenicidad de la leche de vaca implica la respuesta de la IgE, siendo las caseinas y la
B-lactoglobulina las mas alergenas. La [-lactoglobulina es la proteina del suero
mayoritaria en la leche de vaca, que no se encuentra en la leche humana, y es la
principal responsable de la alergia a la leche de vaca (Park, 1994). Los sintomas
normalmente se desarrollan entre la segunda y cuarta semanas de edad, y casi siempre
dentro de los primeros seis meses de vida (Robertson et al., 1982). La sintomatologia
clinica que desarrollan los pacientes alérgicos a la proteina de la leche de vaca incluye:
rinitis, diarrea, vomitos, asma, anafilaxis, urticaria, eczemas, catarro cronico, migranas,
colitis y dolores epigastricos. La leche de cabra se recomienda como alternativa a la de
vaca en pacientes alérgicos (Rosenblum y Rosenblum, 1952; Walter, 1965; Van der
Horst, 1976; Taitz y Armitage, 1984), a pesar de que algunas proteinas de la leche de
cabra presentan inmunoreactividad cruzada con las de la leche de vaca (Park, 1994).

Existen muchas evidencias del caracter hipoalergénico de la leche de cabra en nifios
con alergia a la leche de vaca (Podleski, 1992). Sanz Sampelayo et al. (2003) y
Haenlein (2004) sefialan que el tratamiento con leche de cabra tuvo efectos positivos en
el 40% de los nifios alérgicos a la de vaca. Haenlein (2004) expone que en un estudio,
49 de los 55 nifios que fueron tratados resultaron beneficiados del tratamiento con leche
de cabra, haciendo también referencia en su revisidn a una serie de estudios clinicos
(Reinert y Fabre, 1997; Fabre, 1997; Grzesiak, 1997) en los que se observé que el 93%
de los nifios que presentaban alergia a la leche de vaca, respondian positivamente al
consumo de leche de cabra. Se concluyd que esta presenta un gran interés para la
nutricion infantil, dada su baja alergenicidad y mejor digestibilidad en comparaciéon con
la de la leche de vaca. Sin embargo, la informacion sobre la alergenicidad de la leche
de cabra frente a la de vaca es escasa (Podleski, 1992; Sanz sampelayo et al., 2003), por
lo que se requieren estudios basados en datos inmunoldgicos y mecanismos biologicos
que apoyen las observaciones clinicas.

La mayoria de los humanos, sufren una pérdida gradual de la enzima intestinal
lactasa desde de la infancia, y por tanto de su capacidad para digerir lactosa, el principal
azucar de la leche (Podleski, 1992); por tanto, los valores bajos de lactasa se asocian

27



Revision Bibliografica

con la intolerancia a la leche (Boza y Sanz Sampelayo, 1997). Como resultado de la
ingestion de leche de vaca, los individuos que presentan intolerancia a la lactosa
desarrollan distension abdominal, dolores y diarreas. Esta sintomatologia a menudo, se
confunde con los sintomas comunes asociados a la alergia a la leche de vaca. En cuanto
a la mayor tolerancia a la lactosa de la leche de cabra parece ser debida a su mayor
digestibilidad frente a la de vaca; las tasas mas adecuadas de liberacion de nutrientes
desde el estobmago al intestino, optimizan la utilizacion digestiva de la lactosa (Boza y
Sanz Sampelayo, 1997).

Destacan otras caracteristicas de la leche de cabra, como su capacidad tampon,
debido a las caseinas y fosfatos, de modo que puede ser empleada para el tratamiento de
ulceras (Park, 1992). Por otro lado, la leche de cabra presenta mayor disponibilidad del
hierro en ratas con anemia, que la leche de vaca (Park et al., 1986). En estudios con
ratas que presentaban reseccion intestinal, simulando la condicién patologica del
sindrome de malabsorcion, se encontrdé que la leche de cabra mejoraba la absorcion
intestinal de hierro y cobre (Barrionuevo et al., 2002), asi como de la proteina y
magnesio (Lopez-Aliaga et al., 2003) y del calcio y fosforo (Campos et al., 2003).

2.3. VALOR PROTEICO DE ALIMENTOS PARA RUMIANTES EN LACTACION

Es un hecho claramente demostrado que la alimentacién del rumiante en lactacion
determina la produccion y composicion de la leche. Los primeros modelos nutricionales
de alimentacion proteica para rumiantes se basaban en el concepto de proteina bruta
digestible (NRC, 1978; ARC, 1980). Sin embargo, este pardmetro no permite el
conocimiento de los procesos metabdlicos que suftre la proteina durante la fermentacion
ruminal. Por ello, se han desarrollado sistemas mds complejos, basados en la proteina
verdadera disponible para la absorcion en el intestino delgado, que son los denominados
Nuevos Sistemas de Valoracion Proteica de Alimentos para Rumiantes (INRA, 1988;
NRC, 1985, 1989, 2001; AFRC, 1992; Madsen et al., 1995). Estos sistemas consideran
que los aminodcidos que alcanzan el intestino delgado de los rumiantes tienen tres
origenes: proteina de la dieta no degradada en el rumen, proteina microbiana,
sintetizada en el rumen, y proteina de origen endogeno. La valoracion de los alimentos
para atender los requerimientos del rumiante, implica la determinacion cuantitativa de
estas tres fracciones, asi como el estudio de su composicion.

Puesto que la energia y la proteina son los factores que mads limitan el crecimiento
microbiano y la produccion de leche en el rumiante (Clark et al, 1980, 1983), la
manipulacion de la dieta, puede dar lugar al incremento de la cantidad y mejora del
perfil de aminoécidos que pasan desde el rumen al intestino delgado, de modo que se
produzca una mejora de la produccion de leche y de la proteina lactea. Es dificil
establecer una relacion energia:nitrogeno Optima en dietas de rumiantes dado que han
de satisfacerse los requerimientos tanto de los microorganismos ruminales como del
rumiante y, ademds, estos cambian con la situacion fisiologica del animal
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(mantenimiento, produccion). La disponibilidad de aminoacidos para la produccion de
leche puede incrementarse aumentando la ingesta, optimizando la fermentacion ruminal
y el crecimiento microbiano, y aportando aminoacidos de la dieta que escapen de la
fermentacion ruminal y pasen al intestino delgado, de modo que se complemente a la
proteina microbiana (Clark et al., 1992).

2.3.1 Microbiota ruminal

Para conocer y poder manipular o dirigir los procesos que tienen lugar durante la
fermentacion ruminal, es necesario conocer los mecanismos de actuacion de los
microorganismos ruminales. En la microbiota ruminal se pueden distinguir varios tipos
de microorganismos: bacterias, protozoos, hongos y arqueas, un grupo de bacterias
descritas recientemente (Kamra, 2005), mayoritariamente anaerobios (Hungate, 1966),
que desarrollan una actividad fermentativa de gran importancia en el rumiante puesto
que estan implicados en la hidrdlisis enzimatica de proteinas y polisacaridos vegetales.
Las interacciones que se producen entre los distintos microorganismos del ecosistema
ruminal son importantes para el mantenimiento de un equilibrio estable, de modo que la
actividad fermentativa en el rumen sea 6ptima (Kamra, 2005). En animales domésticos,
en los que las condiciones son menos variables, los cambios en la composicién de la
dieta y la forma fisica de la misma son, en gran parte, responsables de los cambios en la
poblacion microbiana (Mackie et al., 1978).

Las bacterias se encuentran en una concentracion de 10°-10'°/ml (Theodorou y
France, 1993; McDonald et al., 1995), constituyendo la mayoria de la masa microbiana
del rumen. Las bacterias pueden clasificarse segiin varios criterios, aunque normalmente
se clasifican por el uso preferencial del sustrato como fuente de energia (Rusell et al.,
1992), pudiendo distinguirse entre celuloliticas, aquellas que degradan carbohidratos
estructurales, y amiloliticas, las que utilizan carbohidratos no estructurales. Las
bacterias celuloliticas, tienen requerimientos energéticos bajos, crecimiento lento, y
utilizan amoniaco como fuente principal de N. Las bacterias amiloliticas presentan
mayores requerimientos energéticos, crecimiento rapido, y utilizan mayoritariamente
amonio, péptidos y aminoacidos como fuentes de N. Esta diferenciacion, en cuanto a la
cantidad de energia utilizada por los microorganismos ruminales para atender sus
necesidades de mantenimiento y crecimiento, indica que la cantidad de proteina
microbiana sintetizada o la eficiencia energética de dicho proceso varia con el tipo de
sustrato fermentado y el ritmo de su degradacion (Stern et al., 1994). Las bacterias
celuloliticas son sensibles a cambios de pH, por lo que alimentos que produzcan caidas
de pH pueden implicar la disminucion de la digestion de los forrajes, mientras que las
amiloliticas son tolerantes a pH bajos. También destaca otro grupo de microorganismos,
las arqueobacterias (Woese, 1987; Kamra, 2005) presentes en el rumen en grandes
cantidades (10’ a 10°/ml), dependiendo especialmente del contenido en fibra de la
racion (Kamra, 2005). Las arqueas son metanogénicas, puesto que sintetizan metano a
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partir de H, y CO, empleando la energia de la hidrélisis de los hidratos de carbono.
Aunque la produccion de metano represente una pérdida de energia (Kamra, 2005), es
necesaria para evitar el acumulo de H;y el descenso excesivo del pH en el rumen.

Los protozoos estan presentes en concentraciones de 10°-10°ml (Theodorou y
France, 1993; McDonald et al., 1995) y pueden constituir hasta el 40% de la biomasa
microbiana (Theodorou y France, 1993; Russell y Rychlik, 2001) aunque contribuyen
escasamente al flujo de proteina total al intestino delgado, aproximadamente el 11%
(Shabi et al., 2000), debido a que son selectivamente retenidos en el rumen. Su
caracteristica principal es la habilidad para engullir grandes moléculas, carbohidratos, o
incluso bacterias ruminales (Van Soest, 1994). Tienen una implicacion directa en la
digestion de la proteina y de los carbohidratos, puesto que son capaces de degradar
carbohidratos no fibrosos y fibrosos (William y Withers, 1991) y las bacterias son su
principal aporte de proteina. Intervienen en la regulacion del reciclado del N bacteriano
en el rumen, y aportan proteina soluble para el mantenimiento del crecimiento
microbiano. Debido a que los protozoos no pueden utilizar N amoniacal (Onodera et
al., 1977), una fraccion de proteina insoluble, previamente engullida, es posteriormente
retornada al fluido ruminal en forma de proteina soluble (Dijkstra, 1994).

Los hongos estan en una concentracion de 10°-10°/ml (Theodorou y France, 1993) y
constituyen, aproximadamente, el 8% de la masa microbiana total del rumen (Orpin,
1984; Theodorou y France, 1993) y desempenan un papel importante en la degradacion
de los componentes fibrosos de las plantas (Bauchop, 1979). El conocimiento que se
tiene sobre los hongos es limitado, y su participacion en la fermentacion ruminal no esta
clara.

2.3.2. Degradacion ruminal de la proteina

La actividad proteolitica combinada de protozoos, hongos y bacterias, junto con el
sinergismo entre diferentes especies de estas ultimas, resultan en una répida
degradacion de la mayoria de los alimentos proteicos en el rumen. La degradacion de la
proteina es uno de los factores mds importantes para establecer el valor proteico de un
alimento en los rumiantes, puesto que determina el aporte de nitrégeno y acidos grasos
de cadena ramificada para el crecimiento de los microorganismos ruminales, asi como
el aporte de proteina no degradada al intestino delgado, fuente potencial para la
absorcion de aminoacidos (Hvelplund y Weisbjerg, 1998).

El proceso digestivo comienza con la unidon de los microorganismos a las particulas
del alimento (McAllister et al., 1994). La degradacion de la proteina en el rumen se
produce por la actividad proteolitica extracelular de los microorganismos, que da lugar a
péptidos y aminoacidos que seran transportados al interior de las bacterias (Wallace
R.J., 1996). Algunos autores han observado que la incorporacion de los péptidos a la
proteina microbiana era mas efectiva que la de los aminoécidos (Wright, 1967; Copper
y Ling, 1985). Estudios posteriores de Ling y Armstead (1995), con especies
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bacterianas individuales, demostraron que ciertas bacterias (Streptococcus bovis,
Selenomonas ruminantium, Fibrobacter succinogenes, Anaerovibrio lipolytica)
incorporaban preferentemente aminoacidos mientras que otras (Prevotella ruminicola,
probablemente la mas abundante) incorporan mayoritariamente péptidos. Carro y Miller
(1999) estudiaron, en fermentadores de flujo semicontinuo (Rusitec), el efecto de la
sustitucion de NHj3, como fuente nitrogenada, por proteina, péptidos y aminoacidos,
cuando se administraban una dieta compuesta por fibra. Estos autores observaron que se
producia el incremento de la degradabilidad de la FND, FAD y celulosa, asi como la
produccion de acidos grasos volatiles, con el aporte de estas formas nitrogenadas
distintas del NH;. Estos resultados contradecian la asuncion de que las bacterias
celuloliticas solo emplean NH3, como fuente de nitrogeno (Russel et al., 1992). En otro
estudio, Carro et al., (1999) estudiaron el efecto de dos formas de nitrogeno (urea y
caseina) sobre la fermentacion de seis tipos de forrajes, concluyeron que se requieren
formas nitrogenadas distintas del NH; para la maxima digestion de la fibra, aunque la
respuesta de los microorganismos ruminales seria dependiente de las caracteristicas del
sustrato susceptible de ser fermentado. Molina Alcaide et al., (1996) también
observaron una mayor produccion de acidos grasos volatiles, aunque no un aumento de
la degradabilidad de los carbohidratos, cuando sustituyeron urea por harina de pescado,
para la suplementacion de un arbusto (Ulex parviflorus) en la alimentacion de
fermentadores continuo.

La actividad proteolitica principal de las bacterias es del tipo cisteina proteasa,
seguida de los tipos serina proteasa y metaloproteasa, siendo de menor importancia la
actividad acido aspartico proteasa (Mackie y White, 1990). La actividad proteolitica de
los protozoos, que es intracelular, es también del tipo cisteina proteasa, siendo
significativa la actividad aspartico proteasa (Forsberg et al., 1964). Por otro lado, los
hongos como Neocallimastix frontalis, presentan actividad proteolitica extracelular del
tipo metaloproteasa (Wallace, 1991). Los péptidos pueden ser degradados a
aminoacidos por la accion de las peptidasas, e incorporados a la proteina microbiana o
desaminados dando lugar a acidos grasos volatiles, CO, y amonio (Tamminga, 1979)
(figura 2). El destino de los péptidos y aminoacidos absorbidos, una vez dentro de la
célula microbiana, dependera de la disponibilidad de energia (carbohidratos) (Bach et
al., 2005). Si hay energia disponible, los aminoacidos seran transaminados y utilizados
directamente para sintetizar proteina microbiana. Sin embargo, si la energia es limitante,
los aminoacidos podrian ser desaminados y su esqueleto carbonado fermentado hasta
acidos grasos volatiles. Los acidos grasos volatiles ramificados, isovalerato, 2-
metilbutirato e isobutirato procedentes de la degradacion de leucina, isoleucina y valina,
respectivamente, son de gran importancia para el crecimiento de muchas bacterias
ruminales, particularmente especies fibroliticas (Bryan y Robinson, 1963). Cuando se
produce un exceso de amonio en el rumen, este es absorbido, transportado al higado y
convertido en urea, que puede retornar al rumen via saliva o ser excretada en la orina
(figura 3). Brun-Bellut (1996) comprobd, en cabras, que el reciclado de la urea varia
con el estado fisioldgico, siendo mayor durante la lactacion.
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Bach et al. (2005), en una revision al respecto, resumen los factores mas importantes
que afectan a la degradacion de la proteina en el rumen en los siguientes: tipo de
proteina (solubilidad y estructura), interaccion con otros nutrientes (principalmente
carbohidratos) y poblacion microbiana predominante. El efecto del pH y/o el sustrato
susceptible de ser fermentado y la interaccion de este con otros nutrientes, asi como el
ritmo de paso del alimento a través del rumen, pueden afectar a la poblacion microbiana
predominante y modificar la degradacion de la proteina.

Proteina de la dieta

Armnino cidos

F s Péptidos
Proteina no degradable ’
Proteira degradable

Acidos Grasos
Volatiles

Figura 2. Degradacion de la proteina en el rumen. Fuente: Bach et al. (2005).
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Figura 3. Digestion y metabolismo de los componentes nitrogenados en el rumen. Fuente:
Adaptado de McDonald (1995).

La solubilidad de las proteinas y la estructura intrinseca de las mismas, determina su
susceptibilidad a la accién de las proteasas microbianas (Mahadevan et al., 1980).
Ciertas caracteristicas como la presencia de puentes disulfuro, uniones especificas entre
aminodcidos, dentro y entre cadenas de proteinas, determinan una mayor resistencia a la
degradabilidad.

La degradacion de la proteina estd inversamente relacionada con su ritmo de paso a
través del rumen (Qrskov y McDonald, 1979). Sin embargo, los cambios en la
degradabilidad de la proteina producidos por variaciones en la tasa de paso a través del
rumen son pequefios y afectan poco al flujo de proteina de la dieta no degradada en el
rumen hacia el intestino delgado. El ritmo de paso del alimento a través del rumen, se
vé a su vez influido por otros factores: el aumento de la ingesta (Tamminga, 1979) y el
tamafio reducido de la particula del alimento (Eliman y @Orskov, 1984), que aumentan el
ritmo de paso repercutiendo negativamente sobre la degradabilidad.

Se ha comprobado que la disminucién del pH, implica también la de la degradacion
de la proteina, tanto con dietas ricas en concentrado como con dietas ricas en forraje, en
estudios con fermentadores continuos de flujo doble (Cardozo et al., 2000, 2002). A
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pesar de que la actividad proteolitica ruminal es mas alta en dietas ricas en concentrado
que en aquellas en las que predomina el forraje, porque los microorganismos
proteoliticos son mayoritariamente amiloliticos (France y Siddons, 1993), la
disminucién de la degradacion de la proteina en los estudios de Cardozo et al. (2000,
2002) fue mayor cuando el sustrato de la fermentacion microbiana procedia de la dieta
rica en concentrado, sin tener en cuenta el pH. Este efecto también se ha observado
empleando la técnica in situ (Devant et al., 2001). Se demuestra que la reduccion de la
degradacion de la proteina no es solo efecto de la reduccion del pH, sino que también
esta determinada por el tipo de sustrato fermentado, que induce el predominio de una u
otra poblacion microbiana. La interaccion entre el sustrato susceptible de ser
fermentado y otros nutrientes, también puede modificar el tipo de microorganismos
predominantes en el rumen. Esto se comprueba en el caso de muchas proteinas
vegetales, las cuales se encuentran en una matriz de fibra. En este tipo de estructuras,
Endres y Stern (1993) observaron que la reduccion del pH producia una reduccion en el
numero de las bacterias celuloliticas por lo que la disminucion en la degradacion de la
fibra, reducia el acceso de las bacterias proteoliticas a la proteina diminuyendo
indirectamente, la degradacion de la misma.

Metodologias para la estimacion de la degradabilidad ruminal

La estimacion de la degradabilidad de la proteina in vivo, requiere animales
provistos de canula en el intestino proximal, con las complicaciones experimentales que
esto conlleva. La estimacion in vivo puede realizarse de dos formas distintas (Qrskov,
1992): el método diferencial, en el que el nitrogeno de la dieta que llega al intestino
proximal se estima mediante la diferencia entre el nitrogeno no amoniacal y el
bacteriano (que se identifica mediante marcadores), y el método de incremento de la
concentracion proteica, en el que se introduce el alimento objeto de estudio en una dieta
isofermentable, en cantidad tal que no limite la sintesis microbiana, de modo que el
incremento en el flujo de la proteina duodenal se atribuye, por completo, al alimento
problema.

La degradabilidad ruminal de los alimentos puede determinarse in situ, mediante la
técnica de los sacos de nylon (Qrskov y McDonald, 1979), que proporciona
estimaciones adecuadas de la degradacion in vivo (Madsen y Hvelplund, 1985). Esta
técnica implica la introduccioén de sacos, que contienen una alicuota de alimento, en el
rumen y la medida de la desaparicion de los nutrientes a distintos intervalos de tiempo.
Por tanto, la principal ventaja de este método es que proporciona condiciones del tracto
digestivo, similares a las que existen in vivo. Actualmente, se emplea como método de
referencia europeo el descrito por Madsen y Hvelplund (1994). Existen varios factores
que producen variabilidad en la estimacion de la degradabilidad mediante la técnica in
situ (Michalet-Doreau y Ould-Bah, 1992; Huntington y Givens, 1995): dimensiones del
saco (4rea y tamafo de poro) asi como su composicion, preparacion de la muestra
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(desecado, tamafo de particula), condiciones de la incubacion de los sacos en el rumen
(posicién en el rumen, secuencia de incubacion), tratamiento de los sacos tras la
incubacion ruminal (lavado y eliminacion del material microbiano adherido), efecto de
la composicion de la dieta del animal, efecto del animal hospedador (diferencias entre
especies, entre animales de la misma especie y debidas a las condiciones en un mismo
animal). En el método in sacco se asume que la materia seca o nitrogeno que desaparece
del saco tras la incubacién en el rumen han sido degradadas. Se puede sobreestimar la
degradabilidad de un alimento debido a la pérdida de particulas a través de los poros del
saco, puesto que estas particulas se considerarian degradadas. Weisbjerg et al. (1990)
sugirieron un método para cuantificar esa pérdida. Esta correccion puede tener un efecto
marcado sobre la estimacion del parametro a (fraccion de la materia seca o proteina
rapidamente degradable) y un efecto variable sobre la degradabilidad efectiva de
algunos alimentos (Prestloken, 1999).

Aunque la técnica in situ no sea la ideal, es rapida, reproducible y los
requerimientos mecanicos son minimos. Sin embargo los métodos in situ implican el
uso de animales intervenidos quirurgicamente para la implantacion de una canula
ruminal, lo que conlleva un elevado costo de mantenimiento y dificultades adicionales
para garantizar el bienestar animal. Por ello, se han desarrollado métodos in vitro que
proporcionan estimaciones de la degradabilidad ruminal similares a las obtenidas con el
método In situ. Estos métodos, revisados extensamente (Michalet-Doreau y Ould-Bah,
1992; Stern et al.,, 1994, 1997; White y Ashes, 1999). Pueden clasificarse en:
solubilidad en disoluciones tamponadas (Madsen y Hvelplund, 1985), métodos de
simulacion de la fermentacién ruminal (Tilley y Terry, 1963; Hoover et al., 1976;
Czerkawaski y Breckenridge, 1977; Theodoru et al., 1991), métodos enzimaticos
(Mahadevan et al. 1980; Assoumani et al., 1992; Antoniewicz y Kosmala, 1995; Kohn y
Allen, 1995), técnicas de inhibicion de la sintesis de proteina microbiana in vitro
(Broderick, 1987; Hristov y Broderick, 1994) y fraccionamiento proteico (Sniffen et al.,
1992).

Los métodos in vitro que simulan la fermentacion ruminal, reducen el uso de
animales canulados, y por consiguiente la variacién animal, al mismo tiempo que
reducen los costes y el tiempo. Los métodos mas sencillos son los de Tilley y Terry
(1963) y la técnica del gas, perfeccionada por Theodoru et al. (1991), en la que se mide
el gas producido a partir de la fermentacion anaerobia de los carbohidratos (4cidos
grasos volatiles, CO,, metano y Hy). Los métodos de simulacién mas complejos son los
fermentadores, que permiten el estudio tanto de los factores que afectan a la ecologia
ruminal como de los que afectan a la digestion de los nutrientes. Los dos modelos mas
utilizados son el Rusitec (Rumen Simulation Tecnique), que es un sistema semi-
continuo (Czerkawaski y Breckenridge, 1977) y el de doble flujo continuo (Hoover et
al., 1976). Su mayor limitacion, frente a los métodos in vivo, es no poder simular
procesos biologicos, como la cuantificacion del nitrégeno enddgeno (a excepcion de la
urea salivar), o la absorcion ruminal. Ademas, sobre todo en los sistemas continuos,
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sufren problemas de defaunacion después de periodos de incubacion relativamente
cortos (Stern et al., 1997).

En el sistema Rusitec se simula el tiempo de permanencia del alimento en el rumen
situando al alimento en bolsas de nylon, que seran suspendidas en los recipientes
fermentacion durante 48 horas. Prevot et al. (1994) evaluaron el sistema Rusitec,
concluyendo que no reproducia las condiciones que se daban en los sistemas in vivo, por
lo que, al igual que ocurria con la técnica in Situ, es necesario estandarizar una serie de
variables. Carro et al. (1995), comprobaron que el tamafio de poro de los sacos
incubados influia no solo sobre la digestion de la materia seca y FND de la dieta, sino
también sobre la poblacion microbiana y, por tanto, sobre la fermentacion. Con respecto
a los sistemas de doble flujo continuo, Mansfield et al. (1995) los compararon con los
sistemas in Vivo y concluyeron que ambos sistemas fueron similares en el 80% de las
medidas individuales realizadas, suponiendo un modelo adecuado para el estudio de la
fermentacién microbiana ruminal.

El empleo de enzimas proteoliticas presenta la ventaja de ser completamente
independiente del animal, por lo que produce menor variacion y su estandarizacion es
mas sencilla. Sin embargo, la interpretacién biologica de los resultados es limitada,
puesto que simula una actividad enzimatica mucho mas simple que la ruminal (Stern et
al., 1997). Los métodos enzimaticos emplean proteasas que pueden proceder de
extractos de enzimas microbianas ruminales (Kohn y Allen, 1995) u otro tipo de
proteasas (Assoumani et al., 1992, que emplean proteasas procedentes de Streptomyces
griseus). Mahadevan et al. (1987) concluyeron que el uso de enzimas que no proceden
de extractos ruminales en un sistema in vitro para predecir la degradacion de la proteina
de la dieta, puede tener un valor limitado debido a que estas enzimas podrian no
presentar la misma accidon que las procedentes de extractos de liquido ruminal. Para
permitir el acceso de las enzimas a los sustratos proteicos se sugiere la adicion de a-
amilasa, en caso de alimentos que presenten un contenido de almidon igual o superior al
23% (Assoumani et al., 1992), y de enzimas fibroliticas, cuando se estudie la digestion
proteica de los forrajes (Abdelgadir et al., 1996). Los métodos enzimaticos, son
adecuados para estudiar diferencias relativas entre alimentos, mas que para proponer
valores absolutos de degradabilidad (Nocek, 1988).

Broderick (1987) desarroll6 un método en el que se inhibia la sintesis de proteina
microbiana y, mediante la concentracion de nitrégeno amoniacal, producto final de la
degradacion, se estimaba la degradacion proteica. Este método producia la misma tasa
de degradacion de varios suplementos que la técnica in Situ, pero el valor de
degradabilidad era muy diferente (Broderick et al., 1988). Posteriormente, el método se
ha ido perfeccionando con el uso de amoniaco marcado con N'° para corregir el valor de
la degradabilidad por su incorporacion a la proteina microbiana (Hristov y Broderick,
1994).
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El sistema Cornell, desarrolla un método para la estimacion de la degradabilidad de
la proteina (Sniffen et al., 1992) basado en el fraccionamiento proteico. La estimacion
de la degradacion de la proteina se correlaciona altamente con los valores del NRC
(1989). Sin embargo, esta metodologia requiere una mayor validacion (Stern et al.,
1997).

2.3.3. Sintesis de proteina microbiana

Puesto que los microorganismos ruminales proporcionan proteina de alta calidad al
rumiante en lactacion y que la tasa de crecimiento microbiano afecta a la disponibilidad
de amino4cidos, puesto que la mayor parte de aminoacidos que alcanzan el intestino
delgado provienen de proteina microbiana, es importante maximizar la sintesis de
proteina microbiana en el rumen. Parte de la proteina microbiana sintetizada en el
rumen no llega al intestino delgado, puesto que es reciclada como consecuencia de la
actividad predatoria de los protozoos. Se considera que la composicion aminoacidica de
la proteina bacteriana es bastante constante. Sin embargo, existen estudios que muestran
variacion en este sentido lo que, en parte, puede reflejar diferencias en la metodologia,
aunque existe suficiente evidencia que indica diferencias reales en la composicion,
especialmente entre bacterias asociadas a las particulas y a la fase liquida del contenido
ruminal (Cecava et al., 1990; Clark et al., 1992; Molina Alcaide et al., 1996; Rodriguez
Prado et al., 2004).

En numerosas revisiones (Clark et al. 1992; Hoover y Stokes, 1991; Sniffen y
Robinson, 1987) se exponen los factores que afectan al paso de determinada cantidad de
la fraccion nitrogenada al intestino delgado: tipo y cantidad ingerida de carbohidratos,
de grasas y proteinas, frecuencia de alimentacion y condiciones ambientales en el
rumen. Los aportes de proteina y energia necesarios para el crecimiento de los
microorganismos, constituyen los principales factores limitantes de la sintesis de
proteina microbiana (Hoover y Stokes, 1991; Clark et al., 1992).

El metabolismo microbiano en el rumen depende, principalmente, de la cantidad y
de la tasa de degradacion de los carbohidratos de la dieta, que proporcionan los
esqueletos carbonados y la energia, en forma de ATP, para la sintesis de proteina
microbiana (Stern et al., 1994). Los microorganismos también pueden obtener energia
de otras fuentes como la proteina o las grasas, pero la que pueden obtener a partir de la
proteina es reducida, y de las grasas solo se fermenta el glicerol (Hvelplund y Madsen,
1985). La degradacion de los carbohidratos por los microorganismos ruminales (figura
4), comienza con una fase de hidrdlisis de los carbohidratos complejos hasta azucares
simples (hexosas y pentosas). A continuacion, tiene lugar una fase fermentativa, via
piruvato, hasta la formacion de 4acidos grasos voldtiles, principalmente, acetato,
propionato y butirato. Dichos 4cidos, se producen por la acciéon de enzimas bacterianos
(principalmente extracelulares) y protozoarios (principalmente intracelulares) (Rusell y
Strobel, 1993) y su concentracion y proporcion, dependerd de la composicion del
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sustrato asi como de la poblacion microbiana que los degrade. Los acidos grasos
volatiles son, ademas, fuente de energia para el animal hospedador y su perfil en el
rumen, puede ser importante desde el punto de vista nutritivo, no solo metabodlica y
fisiologicamente, sino también en relacion a la eficiencia de sintesis de grasa, de leche o
corporal (Lu et al., 2005). En este sentido, el 4cido acético es el precursor de la grasa de
la leche, mientras que el propiodnico es principalmente utilizado para la biosintesis de
glucosa o los depositos de grasa corporal. Generalmente, las dietas ricas en concentrado
(carbohidratos no estructurales) producen mayor proporcion de acido propidnico,
mientras que las dietas ricas en forraje (carbohidratos estructurales), producen mas
acético, butirico e isobutirico (Lu et al., 2005).

Celulosa Peptinas Hemicelulosas
Alrnidan

Azlcares \ /
\ Feptinas
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Finmato
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b .
COZ+H2 Arcetl Coa
Metano Acetato Butirato Propionato

Figura 4. Degradacion de los carbohidratos en el rumen. Fuente: France y
Siddons (1993).

El tipo de carbohidrato aportado en la dieta condiciona la proliferacion y actividad
fermentativa de un grupo de microorganismos determinado (Sniffen et al., 1983). Si la
dieta contiene mayor proporcion de carbohidratos estructurales o fibrosos, como es el
caso de una dieta forrajera, proliferan las bacterias celuloliticas, que degradan
principalmente celulosa, hemicelulosa y pectina (Van Soest 1994). Las condiciones
determinadas por la dieta forrajera: mayor tiempo de retencion del alimento en el rumen
y pH cercano a la neutralidad, propician su proliferacion (McAllister et al., 1994). Por el
contrario, una dieta rica en carbohidratos no estructurales o rapidamente degradables,
propicia la proliferacion de las bacterias amiloliticas (Theodoru y France, 1993). Los
carbohidratos facilmente fermentables, como almidon o azucares, son mas efectivos que
otras fuentes de carbohidratos como la celulosa, en promover el crecimiento microbiano
(Stern y Hoover, 1979).
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En cuanto a la ingesta de proteinas, es importante el aporte adecuado de cantidades
de N disponible cuando la energia no es limitante. Sin embargo, la relacién 6ptima entre
carbohidratos rapidamente fermentables y nitrégeno amoniacal ain no ha sido
determinada. Ademas de la importancia de las cantidades de nutrientes aportados, hay
que tener en cuenta la sincronia con la que esos nutrientes empiezan a estar disponibles.
Cuando la tasa de degradacion de la proteina excede la tasa de fermentacion de los
carbohidratos, grandes cantidades de N pueden perderse como amonio y a la inversa,
cuando la tasa de degradacién de los carbohidratos excede la de degradacion de la
proteina, la sintesis de proteina microbiana puede disminuir (Nocek y Russell, 1988).
Existen estudios in vivo (Casper y Schingoethe, 1989; Herrera Saldana et al., 1990;
Matras et al., 1991) que obtienen una respuesta positiva en el desarrollo animal, con una
mejor sincronizacion de la disponibilidad ruminal de carbohidratos y nitrogeno,
mientras que estudios con cultivos celulares (Henning et al., 1991; Newbold y Rust,
1992) no muestran mejoras.

El aporte de grasa a la dieta, podria afectar al flujo de proteina microbiana mediante
la alteracion de la fermentescibilidad de los carbohidratos en el rumen y, posiblemente,
de la cantidad de nitrogeno incorporado a la masa microbiana por unidad de
carbohidrato fermentado (Stern et al., 1994). La suplementacion lipidica de la dieta,
produce la disminucion de la digestion de los carbohidratos debido a la alteracion de las
condiciones del ecosistema microbiano del rumen (Fredden, 1996; Doreau y Chilliard,
1997). Se ha comprobado que los lipidos provocan una disminucion del crecimiento
bacteriano y de la poblacion de protozoos, efecto que es mas pronunciado con los acidos
grasos poliinsaturados (Doreau y Chilliard, 1997).

Ademas del aporte adecuado de carbohidratos y N, asi como de otros factores
nutricionales como aporte de grasas, azufre, etc., factores no nutricionales como el pH
ruminal y la tasa de dilucion, también son importantes en la sintesis de proteina
microbiana. El pH ruminal esta inversamente relacionado con el flujo bacteriano al
duodeno. Un pH bajo, consecuencia del aporte de energia altamente fermentable,
provoca el aumento de la sintesis de proteina microbiana (Hoover y Stokes, 1991). Por
otro lado, los cambios en la tasa de dilucion de las fracciones liquida y solida del rumen,
pueden ejercer un efecto importante sobre la fermentaciéon ruminal y el crecimiento
microbiano (Russel et al., 1992).

2.3.4. Proteina de la dieta no degradada en el rumen

A diferencia de lo que ocurre en monogastricos, en rumiantes el perfil de
aminoacidos que alcanza el duodeno difiere, considerablemente, del de la proteina de la
dieta ingerida (Crooker et al., 1987; Susmel et al., 1989; Erasmus et al., 1994; O’Mara
et al., 1997). La cantidad total de proteina disponible para la absorcion desde el intestino
delgado, depende del flujo de proteina, microbiana y de la dieta, hacia el duodeno y de
sus respectivas digestibilidades intestinales. La digestion de la proteina que abandona el
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rumen empieza en el abomaso, donde se da la digestion acido-pepsina, y se completa en
el intestino delgado con proteasas pancreaticas e intestinales. Se conoce que la
degradacion ruminal tiene mayor influencia sobre el aporte de aminoacidos al intestino
delgado que la digestion postruminal (Erasmus et al., 1994; O’Mara et al., 1997). La
fraccion de proteina microbiana, representa entre el 40 y el 90% de los aminoacidos que
llegan al intestino delgado (Sniffen y Robinson, 1987), aunque en ocasiones puede
alcanzar el 100% (AFRC, 1992; Stern et al., 1994), por lo que, tradicionalmente, se ha
asumido que la composicion aminoacidica de la digesta que llega al intestino es poco
variable, y similar a la correspondiente a los microorganismos ruminales (Oldham y
Tamminga, 1980). Sin embargo, Rulquin y Verité (1993) en una revision, muestran la
existencia de importantes variaciones en todos los aminoéacidos. Esta variabilidad se
deberia a cambios en las contribuciones relativas de proteina microbiana y la fraccion
de proteina de la dieta no degradable en rumen, asi como de su composicion
aminoacidica. Parece ser, por tanto, que la degradacién de aminoacidos individuales en
el rumen es muy variable y dependiente del alimento. En general, se conoce que la
arginina es muy sensible a la degradacion ruminal mientras que las uniones peptidicas
con aminodcidos ramificados son muy resistentes a la hidrélisis (Rulquin y Verite,
1993). Ceresnakova et al. (2002) estudiaron el perfil aminoacidico antes y después de la
incubacién ruminal durante 16 horas, en 7 suplementos proteicos, observando una
tendencia hacia una mayor desaparicion para el dcido glutamico, la histina, la lisina y la
prolina y una menor desaparicion de los amino 4cidos ramificados, al igual que Rulquin
y Verité (1993). Le Henaff (1991), indica que la concentracion de aminoacidos de
cadena ramificada tiende a aumentar y la de arginina tiende a disminuir, como
consecuencia de la degradacion ruminal.

En cuanto a la digestibilidad intestinal también existe variacion entre suplementos
proteicos, que puede tener un efecto importante sobre la disponibilidad para el animal.
La digestibilidad intestinal de los aminoacidos microbianos individuales es muy similar
a la de los aminoacidos totales (Storn et al., 1983), pudiéndose emplear un valor medio
de 85%, sin llegar a cometer errores significativos. Sin embargo, la digestibilidad de los
aminoacidos individuales de la fraccion no degradable es variable, (Cros et al., 1992a,b)
y presenta la limitacion de que habria que emplear la correccion por la contaminacion
microbiana.

Los rumiantes tienen requerimientos metabodlicos de aminodcidos mas que de
proteina, pero los sistemas de alimentacion actuales no permiten la formulacion de
dietas basadas en la composiciéon aminoacidica de los alimentos. Dicha formulacion,
requiere de informacion adicional: 1) contenido aminoacidico de la proteina que llega al
intestino delgado, relativo al contenido total de aminoacidos del alimento; 2) absorcion
diferencial de aminoacidos individuales; 3) diferencias en la utilizacion metabdlica de
los aminoacidos. Por tanto, se hace necesaria la determinaciéon de la proteina no
degradable, asi como de la composicion aminoacidica y digestibilidad intestinal, de
alimentos tradicionales, de modo que los Nuevos Sistemas de Valoracion Proteica
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puedan predecir la absorcion de aminoacidos individuales, y no solo la de aminoacidos
totales (Erasmus et al., 1994; Maiga et al., 1996). Esto permitiria, por ejemplo, la
seleccion de proteinas que presentaran elevada digestibilidad para aquellos aminoacidos
que tuvieran la probabilidad de ser mas limitantes para la produccion.

Estimacion de la digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en rumen

Para la estimacion de la digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en el
rumen, los sistemas de alimentacion han adoptado valores tnicos (0,8 para el NRC,
1989) o relacionados con el contenido en nitrogeno insoluble en solucion &cido
detergente (ADIN) asumiendo que es una fraccion no digestible en el intestino (AFRC,
1992; Sniffen et al., 1992).

La estimacion de la digestibilidad intestinal de la proteina in vivo, implica
experimentos costosos y laboriosos y requiere el uso de animales intervenidos
quirtirgicamente. La digestion aparente de la proteina se calcula como la desaparicion
de la proteina bruta o de los aminoécidos entre el duodeno y el ileon. Esta metodologia
estaria sujeta a errores considerables asociados con el muestreo de la digesta, el uso de
marcadores del flujo de la digesta y a la variacion animal. Hvelplund (1985) desarroll6
la técnica de los sacos moviles, que emplea animales canulados en rumen e intestino
delgado proximal, y proporciona resultados altamente correlacionados con los valores
de digestibilidad intestinal del nitrogeno obtenidos in vivo (Hvelplund, 1994). Sin
embargo, se hace necesario el desarrollo de otras técnicas que requieran menos animales
canulados, que sean mds econdmicas y puedan realizarse de forma rutinaria. Para ello se
han desarrollado métodos in situ-in vitro, basados en la hidrdlisis del material
predigerido en el rumen con pepsina-clorhidrico y pancreatina, que aportan datos
altamente correlacionados con aquellos obtenidos por la técnica de los sacos moéviles
(Calsamiglia y Stern, 1995). También se han desarrollado métodos alternativos in vitro,
como el de Antoniewicz (1992), que utiliza solo las incubaciones sucesivas en pepsina y
pancreatina, y el de McNiven et al. (2002) que modificaron el método de Calsamiglia y
Stern (1995) sustituyendo el paso in Situ por un paso in vitro, que implica la pre-
incubacién con proteasas, seguida de la incubacién en pepsina y pancreatina,
permitiendo la prediccion de la digestibilidad intestinal del nitrogeno, sin el uso de
animales canulados. Recientemente, Gargallo et al. (2006) han realizado modificaciones
del procedimiento en tres fases de Calsamiglia y Stern (1995) empleando la tecnologia
Daisy para la estimacion de la digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en el
rumen. Estos autores concluyeron que la introduccion de las modificaciones con
respecto al procedimiento original, resultaron en la reduccion del coste econémico y del
trabajo asociado al desarrollo de la técnica. Ademas, Gargallo et al. (2006) eliminan la
necesidad de acido tricloroacético, altamente corrosivo y toxico para los humanos y el
ambiente, aunque recomiendan la preincubacion en el rumen.
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2.4. EFECTO DE LA CALIDAD DE LA DIETA SOBRE LA PRODUCCION Y
COMPOSICION DE LA LECHE DE RUMIANTES.

Actualmente, prevalece la tendencia a determinar el valor de la leche sobre la base
de sus componentes, haciendo énfasis en el contenido proteico (Murphy y O’Mara,
1993) y no en el de grasa, de mayor relevancia en el pasado. Consecuentemente, surge
la necesidad de incrementar el contenido proteico de la leche mediante la combinacion
de dos estrategias complementarias: la nutricion y la seleccion genética (Murphy y
O’Mara, 1993). El efecto de la composicion de la dieta sobre la proteina de la leche no
es muy importante pero si mas rapido que el que puede derivarse de los factores
genéticos y las condiciones ambientales (Emery, 1978). Ademads, puesto que la grasa,
tanto por su cantidad como por su perfil de &cidos grasos, determina aspectos
importantes para la salud humana y transformacion quesera de la leche, también se han
desarrollado estrategias nutricionales para su mejora. La produccion y la composicion
de la leche estan negativamente correlacionadas en los rumiantes (Caja y Bocquier,
2000; Caja y Schmidely, 2005). Ante modificaciones de la dieta, el contenido en grasa 'y
proteina de la leche suelen responder de manera contraria (Emery, 1978), siendo mayor
la posibilidad de modificar la cantidad y composicion de la grasa, que la de la proteina
y/o caseina (Sutton y Morant, 1989; Caja y Schmidely, 2005).

La modificacion de la produccion y composicion (contenido en grasa y proteina) de
la leche a través de la dieta, implica considerar el estado de la lactacion en el que se
encuentra el rumiante (Morand-Ferh et al., 1991; Kalscheur et al. 1999), asi como el
nivel de ingesta (Hadjipanayiotou y Morand-Fehr, 1991; Abijaudé et al. 2000).

2.4.1. Control de la ingesta por el rumiante

Puesto que la ingesta ejerce una gran influencia en la produccion y composicion de
la leche (Hadjipanayiotou y Morand-Fehr, 1991), es importante el estudio de aquellos
factores que la determinan. En los rumiantes, la ingesta esta mayoritariamente regulada
por factores desencadenados por la presencia del alimento en el rumen. La distension
del rumen y los aspectos quimicos y bioquimicos derivados de la digestion ruminal
posibilitan a los rumiantes el control de la ingesta de alimento (Forbes, 1995; Faverdin,
1999; Lu et al., 2005). Los nutrientes requeridos para una adecuada actividad
microbiana generalmente promueven la ingesta de alimento, mientras que los nutrientes
que alteran la funcionalidad del rumen (lipidos) la reducen (Faverdin, 1999). Morand-
Ferh (2005) en una revision, expone que en cabras, el déficit de nitrogeno fermentable
en la dieta disminuye la ingesta, mientras que el aporte de suplementos nitrogenados, la
aumenta. Con respecto al efecto de los lipidos, la infusion al duodeno generalmente
reduce la ingesta, pero cuando los lipidos son ingeridos o infundidos en el rumen, la
disminucioén es incluso mayor (Faverdin, 1999). Este efecto negativo se ha comprobado
en cabras y parece ser proporcional a la cantidad de 4cidos grasos poliinsaturados que
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presenten los lipidos (Giger—Reverdin et al., 2004). El contenido en fibra del alimento
es clave en la ingesta voluntaria, de modo que un incremento de la cantidad de fibra de
la dieta reduce la ingesta de materia seca en cabras (Kawas et al., 1991; Santini et al.,
1991; Lu et al., 2005). Ademas, puede disminuir la digestibilidad de algunos
componentes de la dieta, excepto de la fibra, cuya digestibilidad aumenta, normalmente
(Kawas et al., 1991; Lu et al., 2005).

A largo plazo, los rumiantes parecen capaces de seleccionar el alimento tanto para
optimizar el funcionamiento del rumen, como para satisfacer el equilibrio nutricional
que requiere el organismo (Faverdin, 1999), lo que podria explicar la buena correlacion
entre el nivel de ingesta y la digestibilidad. La seleccion del alimento por los rumiantes
parece que se basa, principalmente, en su contenido en proteina bruta, mostrando,
generalmente, preferencia por dietas ricas en nitrogeno degradable, de alta calidad
(Faverdin, 1999).

2.4.2 Efecto de la ingesta de energia sobre la produccion y composicion de la leche.

La ingesta energética puede incrementarse mediante la sustitucion de concentrado
por forraje en la dieta, o aumentando el aporte de grasa (Schingoethe, 1996). Estas
estrategias, pueden producir efectos diferentes. Para el estudio de dichos efectos, es
esencial conocer la digestion ruminal, asi como el metabolismo de los acidos grasos en
la glandula mamaria.

Digestion y metabolismo de los &cidos grasos

La digestion de la grasa implica su hidrdlisis e hidrogenacion en el rumen, de modo
que los acidos grasos absorbidos en el intestino son mas saturados que los presentes en
la dieta (Doreau y Chilliard, 1997). La hidrolisis de los lipidos de la dieta en el rumen se
produce por la accion de lipasas, galactosidasas y fosfolipasas, producidas por bacterias,
principalmente, y protozoos (Harfoot y Hazlewood, 1988) que dan lugar a acidos grasos
libres. Se ha observado que ciertos factores disminuyen la lipdlisis, como los
antibidticos (Van Nevel y Demeyer, 1995) y valores bajos de pH (Van Nevel y
Demeyer, 1996). Este tltimo factor podria explicar la reduccion de la lipolisis con
dietas ricas en almidon (Gerson et al., 1985). Ademas, tanto la velocidad como el grado
de lipdlisis pueden verse influidos por la fuente de grasa, puesto que tienden a ser mas
altos cuando las grasas se suministran puras que cuando se encuentran protegidas
(jabones calcicos) o integradas en una estructura celular, como las semillas oleaginosas
enteras (Doreau y Ferlay, 1994). Tras la lip6lisis, tienen lugar la hidrogenacion, siendo
el primer paso la isomerizacion. Las hidrogenasas permiten la reduccion de los acidos
grasos mediante diferentes vias, siendo el producto final, en el caso de los acidos grasos
poliinsaturados de 18 4tomos de carbono, el 4cido estearico (Harfoot y Hazlewood,
1988).
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Aproximadamente el 40% de los acidos grasos de la leche de rumiantes se sintetiza
en la propia glindula mamaria, utilizando como precursores acetato y f-
hidroxibutirato, procedentes de la fermentacion de los hidratos de carbono en el rumen
(Chilliard et al., 2000). Esta via es el origen de los 4cidos grasos de cadena corta y
media (4 a 14 atomos de carbono) y de, aproximadamente, la mitad del acido palmitico.
El resto del acido palmitico y de los acidos grasos de cadena larga (principalmente
C18:0 y C18:1) procede de lipidos circulantes en sangre (Chilliard et al., 2000) que
tienen su origen en la grasa de la dieta y de los microorganismos ruminales, asi como de
la grasa movilizada de las reservas corporales. Ademas, en la glandula mamaria existe
actividad delta-9 desaturasa, a través de la cual, aproximadamente el 40% de los acidos
estearico (C18:0) y vacénico (C18:1, trans-11), procedentes de la biohidrogenacion
ruminal, se convierten en acido oleico (C18:1, cis-9) y CLA (C18:2, cis-9, trans-11),
respectivamente (Chilliard et al., 2000) (Figura 5). Esta ultima es la via
cuantitativamente mas importante (93%; Piperota et al., 2002) para la formacion del
CLA (C18:2, cis-9, trans-11) presente tanto en leche como en carne y, por ello, este
isomero es el mas abundante en dichos alimentos.

C18:3 (cis9, cis 12, cis 15) » C18:3 (cis9, cis 12, cis 15)
Linolenico Linolenico

C18:2 (cis9, cis 12) C18:2 (cis9, cis 12)
Linoleico Linoleico

L 3

C18:2 (cis9, cis 12) C18:2 (cis9, cis 12)
CLA CLA

k J

3 &9 desaturasa

C18:1 (trans 11)

L J

C18:1 (trans 11)

Yacénico Yacenico
: C18:0 > C18:0 . C18:1(cis 9)
Estedrico Estedrico Oleico
RUMEN A 9 desaturasa
SANGRE .
GLANDULA
MAMARIA

Figura 5. Vias de hidrogenacion de los 4cidos grasos poliinsaturados de 18 atomos de
carbono y transferencia y transformacion en la glandula mamaria. Fuente: Chilliar et al.
(2003).
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Efecto de la ingesta de carbohidratos sobre la produccion y composicién de la
leche

El nivel de ingesta energética puede variarse modificando tanto el tipo de forraje, su
forma fisica o el contenido en fibra, asi como la relacion forraje:concentrado en la dieta
(Morand-Fehr et al., 2000).

Schmidely et al. (1999) y Morand-Fehr et al. (1999) observan que un incremento en
el nivel de ingesta energética en cabras en lactacion aumenta la produccion de leche y
disminuye su porcentaje en grasa. Con respecto a este ultimo aspecto, Morand-Ferh et
al. (1991) afiaden que la proporcion de los acidos grasos C4-C16 se mantiene constante.
Muchos estudios reflejan un ligero aumento en el contenido de la proteina y caseinas de
la leche de diferentes rumiantes, debido al incremento de la ingesta energética
(Rémond, 1985; Morand-Ferh et al., 1991; De Peters y Cant, 1992; Caja y Bocquier,
2000). Por otro lado, una ingesta reducida al principio de la lactacion, podria disminuir
la producciéon de leche, aumentando su contenido en grasa y, en menor medida, el de
proteina (Morand-Ferh et al., 1991). Este ultimo efecto parece deberse, principalmente,
a la disminucion en la produccién (Rémond, 1985). Sin embargo, el aumento en el
contendido de grasa en leche se debe a la movilizacién masiva de las grasas del tejido
adiposo, principalmente de los 4acidos grasos C18, de modo que se reduce
significativamente la sintesis de novo de 4acidos grasos de cadena corta (Morand-Ferh et
al., 1991; Chilliard, 2003).

Abijaudé¢ et al. (2000) estudiaron el efecto de la variacion en la relacién
forraje:concentrado y en la fuente de almidén en la dieta (cebada o maiz), sobre la
produccion y composicion de la leche en cabras. Estos autores, observaron que el
contenido de grasa de la leche disminuyd significativamente, con dietas ricas en
concentrado frente a dietas ricas en forraje, mientras que el contenido en proteina quedd
ligeramente afectado. Estas observaciones estan de acuerdo con los resultados obtenidos
anteriormente en diferentes rumiantes (Morand-Ferh et al., 1981; Calderon et al., 1984;
Caja y Bocquier, 2000). Morand-Ferh (2005), en una revision al respecto, expone que
las cabras son extremadamente sensibles a dietas pobres en fibra y ricas en concentrado.
El pH ruminal desciende cuando la proporciéon de concentrado en la dieta excede el
60% de la materia seca, pudiendo provocar sintomas de acidosis como la caida de la
ingesta o diarrea. Calderon et al. (1984) sugieren que el caprino es menos sensible que
el vacuno a una dieta deficiente en fibra disminuyendo, en menor medida, el contenido
en grasa de la leche. En los estudios de Abijaudé et al. (2000), se deduce que la relacion
forraje:concentrado tiene menos influencia sobre la ingesta de materia seca y
produccion de leche que la fuente de almidén en la dieta. El almidon rapidamente
degradado en el rumen procedente de la cebada, aument6 la ingesta, la produccion de
leche y también la acidificacion ruminal en cabras en lactacion. Murphy y O’Mara
(1993) en una revision exponen que el almidon réapidamente degradable produce la
disminucién del pH ruminal, reduciendo el niimero de bacterias celuloliticas y, por
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tanto, la degradacion de la fibra. El aumento del almidon en la dieta de vacas en
lactacion deberia incrementar la relaciéon propionato:acetato, resultando en mayor
cantidad de proteina en leche y menor de grasa.

Con respecto al perfil de acidos grasos de la leche de cabra, en relacion al nivel de
forraje en la dieta, LeDoux et al. (2002) concluyen que la leche de las cabras
alimentadas con dietas ricas en forraje presentan valores mas bajos de C10:0, C12:0, y
C18:2 y mayor proporcion de los acidos grasos C18:1 y C18:3 en leche que aquellas
cabras cuya dieta incluia un menor nivel de forraje. Observaron que el incremento de la
fraccion de forraje en la dieta asi como niveles altos de alfalfa COMO? (en
comparacion con alfalfa deshidratada), producen la disminucidon del contenido en
acidos grasos C18:1 trans, considerados perjudiciales para la salud. Elgersma et al.
(2006) exponen que la leche producida por vacas alimentadas con forraje verde,
especialmente aquellas sometidas a pastoreo, presentd mayor relacion entre acidos
grasos insaturados: saturados, con valores elevados de poliinsaturados y CLA (en
particular C18:2, cis-9, trans-11) que la leche producida por los animales que
consumieron ensilados.

Respecto a los cambios en la forma fisica de la fibra de la dieta, Murphy (1995)
indica que estos pueden producir alteraciones en la composicion de la leche. Cuando la
dieta esta en forma de granulos, el contenido de grasa en la leche puede disminuir y el
de proteina aumentar debido a que el tiempo de fermentacion del alimento en el rumen
se reduce (Rook, 1976). Morand —Fehr et al. (1999) observan una caida en el porcentaje
de grasa de la leche al sustituir heno de alfalfa, en forma de fibra larga, por granulado.
Sanz Sampelayo et al. (1998) concluyen que la composicion y produccion de leche en
cabras parece ser mas sensible a la ingesta energética que a las caracteristicas fisicas de
la dieta consumida. Sin embargo, observaron que cuando el forraje se suministraba en
forma de granulos, la utilizacién del nitrogeno y de la energia para produccion de leche
fue mejor. Por otro lado, el tamafio de particula de la fibra de la dieta afecta al tiempo
de masticacion ejerciendo un efecto indirecto sobre la produccion de grasa de la leche
debido a la disminucion de la relacion acetato-propionato (Fredeen, 1996). Sutton y
Morant (1989) concluyeron que el contenido de grasa de la leche se reduce con un
tamafio de particula del forraje inferior a 10 cm.

Efecto de la suplementacion de la dieta con grasa sobre la produccion y
composicion de la leche

La composicion lipidica de la leche de cabra y del queso refleja la composicion de la
grasa de la dieta (Gulati et al., 1997; Alonso et al., 2000), a pesar de la hidrogenacion e
isomerizacion de los acidos grasos de la dieta en el rumen.

Los resultados observados en vacas (Chilliard et al., 2001), cabras (Chilliard et al.,
2003) y ovejas (Caja y Bocquier, 2000) muestran que la respuesta a la suplementacion
de la dieta con grasa, difiere considerablemente, dependiendo de la especie. De modo
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que, la produccion de leche incrementa en vacas en mitad de la lactacion, pero no en
cabras ni en ovejas; la secrecion de grasa y el contenido de la misma en leche, aumenta
marcadamente en ovejas y cabras en lactacion, pero no en vacas, en las que puede no
haber cambios o producirse un descenso; el contenido en proteina de la leche disminuye
en vacas y en ovejas, pero no en cabras. Esto se debe a que la secrecion de proteina en
la leche disminuye en ovejas, pero no cambia en vacas y cabras. Esta ultima
observacion esta de acuerdo con las realizadas por DePeters y Cant (1992) en una
revision al respecto. Estos autores exponen que ciertos estudios sobre la influencia del
aporte de grasa a la dieta en vacas en lactacion, demuestran que la produccién de
proteina de la leche podria permanecer inalterada o incluso incrementar. Sin embargo,
puesto que la produccién de leche aumenta en mayor medida que la secrecion de
proteina, se produce una disminucion en la concentracion de proteina, debido a un
efecto de dilucion (DePeters y Cant., 1992; Schingoethe, 1996).

La grasa de la dieta tiene una influencia mayor sobre la sintesis de componentes no
nitrogenados de la leche (lactosa y grasa) que sobre la de proteina. La disminucién del
contenido proteico de la leche podria deberse a una sintesis mas eficiente de la lactosa
(Schingoethe, 1996). Puesto que la lactosa es un constituyente osmotico de gran
importancia en la leche y su concentracion es esencialmente constante, a medida que la
sintesis de lactosa aumenta, la produccion de leche también lo hace. Otra posible causa
seria el efecto negativo de los lipidos de la dieta sobre la proteina de la leche (Murphy y
O’Mara, 1993), debido a un efecto indirecto sobre el flujo de proteina microbiana, de
modo que este disminuye. Ademds, como se comentd anteriormente, algunos
suplementos lipidicos, particularmente los &cidos grasos poliinsaturados, ejercen un
efecto antimicrobiano que da lugar a una reduccion de la digestibilidad de la fibra y, por
tanto, de la relacion acetato:propionato en el rumen (Fredeen, 1996).

El aumento de la concentracion de los acidos grasos deseados en los productos
derivados de los rumiantes, puede conseguirse de varias formas: a través del aumento de
la concentracion de sus precursores en la dieta; por la reduccién del grado de
biohidrogenacion en el rumen; mediante la mejora de la actividad de la enzima A9
desaturasa de la glandula mamaria, que convierte el acido vacénico en ruménico
(Elgersma et al., 2006). La manipulacién, mediante la alimentacion, del perfil lipidico
de la grasa de la leche para mejorar su calidad nutricional y tecnologica, ha recibido una
atencion especial durante los ultimos afos (Caja y Schmidely, 2005). Chilliard et al.
(2003) concluyen que a pesar de las diferencias en las respuestas cuantitativas
(produccion de leche y contenido en grasa), los cambios en la composicion de acidos
grasos de la leche, como consecuencia de la suplementacion lipidica, son similares en
vacas y en cabras. El principal interés se centra en la disminucion de los acidos grasos
saturados, C12:0, C14:0 y C16:0, por su accion aterogenica, y en el incremento de los
poliinsatutados ®-3, cuya accion es anti-aterogénica, debido a sus efectos sobre las
enfermedades cardiovasculares. Recientemente, la investigacion se ha centrado en la
reduccion en la leche de los dcidos grasos monoinsaturados trans y en el incremento de
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los isomeros del &cido linoleico conjugado (especialmente el acido ruménico, cis-9,
trans-11, C18:2), debido a su accion inhibidora del crecimiento tumoral. La
suplementacion de la dieta con aceites poliinsaturados (aceites vegetales y de pescado)
y, en general, todos los acidos grasos de cadena larga, conduce a una disminucién de la
sintesis de novo y de la concentracion total de grasa en la leche (Chilliard et al., 2000).
Este efecto es tanto mayor cuanto mayor es la longitud de la cadena del 4cido, su grado
de instauracioén y su proporcion de dobles enlaces en configuracion trans (Chilliard,
2001). La informacion disponible, en cuanto a suplementos de grasa, se centra
principalmente en el uso de jabones calcicos de acidos grasos de cadena larga.

Caja y Schmidely (2005), exponen que la inclusion de aceites protegidos y semillas
oleaginosas en el alimento, incrementa el contenido de 4cidos grasos mono- y poli-
insaturados en la grasa de la leche, en proporcién a su contenido en la dieta. Los aceites
no protegidos, incrementan los acidos estedrico y linoleico y reducen los acidos grasos
saturados en la leche, como resultado de la biohidrogenacion ruminal y la desaturacion
parcial de estos acidos grasos en la glandula mamaria. El contenido en CLA es mayor
en leche de cabra y oveja que en la de vaca, mostrando sus valores mas altos bajo
condiciones de pastoreo, pero disminuye cuando el concentrado se incluye en la dieta.

Sanz Sampelayo et al. (2000) suplementaron la dieta de cabras en lactacion con
aceite de pescado protegido de la degradacion ruminal en forma de jabones calcicos, y
obtuvieron mayor produccion de leche, grasa y proteina (aun cuando la concentracion
de estos ultimos no resultd alterada), frente a los animales alimentados sin este
suplemento. Ademas, la leche obtenida se caracterizd por una mayor concentracion de
acidos grasos poliinsaturados y menor de acido estearico, manteniéndose la de los
acidos grasos de cadena media. Posteriormente, Sanz Sampelayo et al. (2004)
observaron, ademas, que los efectos persistian después de la retirada del suplemento,
sobre la produccion de leche, grasa y proteina, pero no sobre la composicion en acidos
grasos de la misma. Sin embargo, en otro estudio parecido, en el que se aportaron
cantidades diferentes de grasa protegida, no observaron cambios en la produccion de
leche, proteina y grasa. Teniendo en cuenta que el balance energético es el factor mas
importante en la determinacion del contenido en proteina y grasa de la leche, diversos
autores (Giger et al., 1987; Sauvant et al., 1987; Sanz Sampelayo et al. 1998) han
asociado el efecto anteriormente descrito a la similitud en las ingestas de energia
metabolizable. Sin embargo, si observaron los mismos efectos que los estudios
anteriores sobre la composicion en acidos grasos de la leche.

2.4.3 Efecto de la fuente proteica sobre la produccion y composicion dela leche

Muchos estudios reflejan que existe una relacion positiva entre la produccion de
leche y la ingesta de proteina (Rémond, 1985; Hadjipanayiotou et al., 1987; Morand-
Ferh et al., 1991; DePeters y Cant, 1992). Hadjipanayiotou et al (1987), concluyen que
un incremento en el contenido de la proteina bruta de la dieta de cabras en lactacion (de
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8% a 16%) mejoraba la produccion de leche, manteniéndose la composicion de la
misma. Badamana el al. (1990) obtuvieron resultados similares en cabras al incrementar
la cantidad de proteina en el concentrado de la dieta de 11,7 a 18,5 % de la materia seca.
Sin embargo, cuando los requerimientos de la cabra estan cubiertos, un incremento en la
concentracion de N en la dieta no afecta a la produccion de leche ni a su composicion
(Salhu et al., 1993; Caja y Schmidely, 2005). Puesto que los requerimientos de proteina
estan determinados por la produccion de leche, dependen del estadio de lactacion siendo
mayores las demandas de proteina metabolizable al principio de la lactacion que
posteriormente. Este aspecto queda reflejado en un estudio de Kalscheur et al. (1999),
que observan que, al principio de la lactacion, se produce un aumento de la produccion
de leche y de la cantidad de sus componentes (4% de FCM, grasa y proteina) al
aumentar la cantidad de proteina en la dieta. Ademas, en las dietas con menor contenido
en proteina, la produccion de leche y sus componentes (4% FCM, grasa y proteina),
aumentaba linealmente a medida que lo hacia la fraccion de proteina no degradable en
la dieta. Sin embargo, en la mitad y final de la lactacion, las vacas alimentadas con
dietas mas ricas en proteina o en la fraccion de la proteina no degradable, no
incrementaron la produccion de leche (Kalscheur et al., 1999). Otro aspecto de gran
importancia en el efecto que puede ejercer el aporte de proteina de la dieta en cabras en
lactacion es la ingesta energética, encontrando Hadjipanayiotou y Koumas (1991) una
estrecha relacion. Estos autores observaron que cabras sometidas a un balance
energético negativo eran mas sensibles a las caracteristicas de degradacion del
suplemento proteico que aquellas que se encontraban en balance energético positivo.

Los factores que influyen en el incremento del contenido en proteina de la leche, a
través de la modificacion de la dieta, son: el incremento de la cantidad global de
aminoacidos que llegan al intestino delgado y la modificacion del perfil aminoacidico,
de modo que estén disponibles mayor cantidad de los aminoacidos esenciales y
limitantes para la sintesis de proteina de la leche (Murphy y O’Mara, 1993). Segun
Murphy y O’Mara (1993), los aminoacidos mas limitantes para la sintesis de proteina de
la leche pueden pertenecer al grupo metionina, lisina, fenilalanina, histidina y treonina
(Murphy y O’Mara 1993). Por otro lado, Schingoethe (1996a) indica que ademas de la
metionina y la lisina, la histidina y los aminoacidos ramificados (valina, leucina e
isoleucina) son frecuentemente los mas limitantes, tanto en la dieta como en la proteina
microbiana. Sin embargo, Bequette et al. (1998) empleando el balance arteriovenoso,
que ha sido ampliamente utilizado para la cuantificacion de los requerimientos
aminoacidicos de la glandula mamaria para el metabolismo y sintesis de proteina en la
leche, indicaron que los aminodcidos que no se considerarian limitantes serian valina,
leucina, isoleucina, arginina, lisina y treonina, puesto que todos ellos se encontraban en
exceso en la sangre con respecto a los determinados en la leche. Segun Bequette et al.
(1998), los aminoacidos limitantes para la sintesis de proteina de la leche serian
metionina, histidina, fenilalanina y treonina, puesto que su cuantificacién en sangre es
considerablemente menor (de un 10 a un 70%) que en la leche, coincidiendo con lo
expuesto por Murphy y O’Mara (1993). El incremento de la fraccion de proteina no
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degradable de la dieta, asi como el aporte de aminoacidos al intestino delgado,
protegidos frente a su degradaciéon en el rumen o infundidos en el tracto digestivo
posterior, son estrategias que determinan un incremento de la concentracion de proteina
en la leche (Murphy y O’Mara 1993). Segun Fredeen (1996), la suplementacién con
aminoacidos protegidos permitiria suplir los requerimientos de aminoacidos con menor
cantidad de nitrégeno en la dieta, resultando en una mayor eficiencia de utilizacion del
nitrogeno y reduciendo las necesidades de proteina no degradable en el rumen.

Cuando las dietas son adecuadas, en cuanto a su contenido proteico, la reduccion de
la degradabilidad ruminal de la proteina, puede incrementar la produccion de leche del 5
al 10% o mas (Schingoethe et al., 1988). Sin embargo, muchos estudios con vacas que
consumian cantidades adecuadas de proteina mostraron escasa o nula respuesta ante la
inclusion de proteina no degradable en la dieta o de aminoacidos individuales (De
Peters y Cant, 1992). La falta de respuesta, puede deberse a uno de los siguientes
factores (Schingoethe, 1996): 1) baja digestibilidad de la proteina no degradable; 2) baja
calidad de la fraccion de proteina no degradada en el rumen; 3) suplementacion
inadecuada con amino acidos protegidos de la degradacion ruminal. Los mas utilizados,
puesto que son limitantes en muchas dietas y estan disponibles comercialmente, son
metionina y lisina; pero la suplementacion de la dieta con 2-5 de los aminoédcidos mas
limitantes es probable que produzca mayor respuesta que la suplementaciéon con
aminoacidos individuales.

Con respecto al efecto de la manipulacién de la relacion entre las fracciones de
proteina degradable y no degradable de la dieta, sobre la produccion y composicion de
la leche de cabra, existen varios estudios. Brun-Bellut et al. (1990) estudian el efecto de
diferentes niveles de la fraccion de proteina degradable de la dieta, manteniendo el nivel
de proteina no degradable constante, sobre la ingesta, utilizacion del nitrégeno y
produccion de leche en cabras en lactacion. Concluyen que a bajos niveles de proteina
degradable en la dieta, la ingesta disminuye, al igual que el balance de nitrogeno y la
produccion de leche y proteina. Pailan y Kaur (1996) observaron que, en dietas
isoenergéticas, manteniendo la misma cantidad de proteina, un aumento del contenido
de la fracciéon de proteina no degradable con respecto a la fraccion degradable,
aumentaba la produccion de leche en cabras. Respecto a la composicion de la leche, el
contenido en proteina no resultaba afectado y el de grasa disminuia debido a un efecto
de dilucion. Estos autores atribuyeron el aumento de la produccion de leche a la mayor
disponibilidad de aminoacidos a nivel intestinal. Mishra y Rai (1996a,b) también
observaron el aumento en la producciéon y una mejor utilizacion del alimento, en
términos de produccion de leche, con el aumento de la fraccion proteica no degradable
en la dieta, sin modificar el contenido total de proteina de la misma. Ademas, de estos
estudios se deduce, que si el contenido proteico total de la dieta disminuia en un 15%
(Pailan y Kaur, 1996) o un 20% (Mishra y Rai, 1996b), la misma relacion entre la
fraccion de la proteina degradable y no degradable, podia mantener igual la produccion
de leche. Estas observaciones estan de acuerdo con las de Kalscheur et al. (1999), que
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en vacas en lactacion, con dietas pobres en proteina pero con un balance adecuado de
fraccion de proteina no degradable en el rumen, podrian tener efectos positivos, tanto
econdmicos como ambientales (Kalscheur et al., 1999).

Sanz Samplelayo et al. (1999) compararon varias fuentes proteicas, de modo que
todas proporcionaban el 20% del total del contenido en nitrégeno de las dietas, que
contenian aproximadamente un 18% de proteina. La mayor produccion de leche se
alcanzo6 con las fuentes proteicas con menor proteina degradable (harina de girasol y
semilla de algodon), mientras que los mayores porcentajes de proteina en leche se
observaron con habas y gluten de maiz como fuentes proteicas; los porcentajes de grasa
de la leche no se vieron influenciados por la fuente proteica incluida en la dieta.

2.4 4. Consecuencias de la manipulacion de la dieta sobre el valor tecnoldgico y la
calidad organoléptica de la leche.

La calidad de la dieta influye en la de los quesos, a través de la composicion de la
leche producida. La concentracion de grasa y proteina de la leche, son pardmetros
importantes para predecir la produccion de queso (Caja y Bocquier, 2000). Mientras que
la proteina ejerce su influencia sobre las caracteristicas de coagulacion, la grasa
interviene en las propiedades organolépticas. La leche presenta buena aptitud para la
coagulacion cuando coagula rapidamente en presencia de cuajo y forma un gel firme
que desuera con facilidad, generando una cuajada de textura y composicion adecuadas,
que tras la maduracioén da lugar a un queso de buena calidad. Los criterios empleados
para evaluar la coagulacion de la leche y definir su aptitud, son: el tiempo de
coagulacion, la velocidad de endurecimiento del gel, rendimiento quesero (cantidad de
queso obtenida a partir de un volumen determinado de leche) y otros parametros. La
composicion de la leche determina el rendimiento quesero, que es de gran importancia
para los productores de queso, puesto que pequefias diferencias en este parametro
pueden significar grandes variaciones en los beneficios econdémicos. Es por ello que se
han desarrollado formulas para la prediccion del rendimiento en funcién de los
componentes de la leche (Emmons et al., 1990; Guo et al., 2004).

Morand-Fehr et al. (1991) senalaron que seria aconsejable evitar dietas ricas en
proteina degradable y pobres en energia disponible para la microbiota ruminal, puesto
que inducen a un contenido elevado de urea en la leche, lo cual reduce la calidad de la
cuajada, efecto demostrado en vacas. Posteriormente, Morand-Fehr et al. (2000)
exponen en una revision, que las caracteristicas tecnoldgicas de la leche para la
produccion de queso parecen estar poco influenciadas por la naturaleza de la fuente
proteica. Sin embargo, Sanz Sampelayo et al., (1998a) obtuvieron mayor porcentaje de
proteina en leche (3,50%) y rendimiento quesero (26,2) con el empleo de una dieta que
incluia semilla de algodén, de mayor degradabilidad de su proteina, frente a una dieta
que incluia harina de girasol (2,87 y 20,1% para la proteina de la leche y el rendimiento
quesero, respectivamente), con proteina menos degradable.
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El porcentaje de grasa es el principal factor determinante de la cremosidad y sabor
del queso. Por tanto, no es adecuado proporcionar una dieta demasiado baja en fibra o
grasa puesto que puede tener un efecto negativo sobre la secrecion de acidos grasos C4-
C16 dada la escasez del precursor necesario, acido acético, y también sobre la
produccion de acidos grasos C18, que no pueden ser sintetizados por la glandula
mamaria (Morand-Fehr et al., 1991). Ello podria repercutir en el sabor del queso dado
que, entre los muchos factores que determinan el sabor de la leche de cabra, destacan
los 4cidos grasos de cadena corta (Ronningen 1965; Eknaes et al., 2000) y los acidos
ramificados C:8, iso y anteiso (Kim Ha y Lindsay, 1991; Alonso et al, 1999). El sabor
del queso y los criterios de calidad, tienden a reducirse no solo cuando el porcentaje de
grasa de la leche es bajo sino también cuando el porcentaje de proteina de la leche es
mayor que el de grasa. Es interesante observar que, al contrario de lo que ocurre en
vacas, en cabras (Morand-Ferh et al., 2000) el aporte de grasa en proporcion adecuada
(fuente de grasa no demasiado rica en acidos grasos insaturados, grasa limitada a menos
del 5% de la materia seca de la dieta) generalmente no reduce el porcentaje de proteina
de la leche o el indice de rendimiento del queso.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. LEGUMINOSAS Y DIETAS EXPERIMENTALES

Las leguminosas grano objeto de este estudio fueron las siguientes: altramuz
(Lupinus albus), habas (Vicia faba), veza (Vicia sativa) y yeros (Vicia ervilia). En base
a dichas leguminosas, se disefiaron cuatro dietas experimentales para cabras en
lactacion, en las que el 30% de la proteina correspondia a la de una de las 4 leguminosas
citadas. Las dietas se elaboraron para atender las necesidades especificas de proteina y
energia calculadas para la especie caprina y raza granadina en lactacion (Aguilera et al.,
1990). La composicion del complemento minero-vitaminico se disefio, igualmente, con
objeto de satisfacer las necesidades de Ca y P (National Research Council, 1981) de los
animales. Las cuatro dietas resultaron isoenergéticas e isonitrogenadas. La composicion
en ingredientes de las dietas aparece en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion en ingredientes de las dietas (g/kg dieta)

Dietas’

Ingredientes (g/Kg) Habas Yeros Altramuz Veza
Heno de alfalfa 500 500 500 500
Avena 181,5 165 105,5 150
Maiz 88,5 113 209,5 45
Altramuz - - 165 -
Habas 210 - - -
Veza - - - 285
Yeros - 202 - -
Complemento minerovit.? 20 20 20 20

'Dietas: habas, yeros altramuz y veza, en las que el 30% de la proteina esta aportada por cada una de estas
leguminosas. “Composicion por kg del complemento minero vitaminico (Premix Produccion, laboratorios
Musal and Chemical): fosfato bicélcico: 250 g, 6xido de magnesio: 250 g, sulfato de zinc: 25 g, sulfato
férrico: 25 g, sulfato de manganeso: 10 g, selenito sodico: 0,5 mg, yoduro potésico: 2 mg, cobre (heptato):
0,05%, sulfato de cobre pentahidratado: 7,5 g, bicarbonato sddico: 433 g, sulfato de cobalto: 2 mg,
vitamina AD3: 0,5 g, Vitamina E 50%: 1 g).

La composicion quimica de los ingredientes y de las dietas experimentales, asi como
la composicion en taninos condensados y el perfil en acidos grasos de las leguminosas,
se presentan en las Tablas 3, 4, 5 y 6 del apartado 4.1 del capitulo de resultados y
discusion.

3.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.2.1. Degradabilidad ruminal in situ

Para la determinacion de la degradabilidad ruminal de las leguminosas grano y de
las dietas experimentales se siguio la técnica in sacco descrita por Madsen y Hvelplund
(1994). Se utilizaron sacos de nylon (15.800 poros/cm® y 46 um de lado del poro) de 10
x 7cm de tamafio, previamente desecados a 60°C y tarados, en los que se introducian
aproximadamente 3,5 gramos de muestra, molida con tamiz de 2mm de luz de malla.
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Posteriormente, el saco se cerraba alrededor de un tapon de caucho, con una abrazadera
de plastico. El tapon estaba provisto de una argolla metalica mediante la que se unia, a
través de una armella giratoria, a un tubo de polietileno de 15 mm de didmetro interior y
20 cm de longitud. En cada tubo se disponian 6 sacos separados entre si unos 3cm. De
un extremo del tubo pendia un lastre de plomo, que lo mantenia en el interior del rumen.
Del otro lado, una cuerda de nylon-poliéster, que mantenia el sistema en contacto con el
exterior a través de la canula.

Se realizaron incubaciones por triplicado, empledandose tres cabras de raza
granadina, canuladas en el rumen y alimentadas a nivel de mantenimiento (Prieto et al.,
1990) con heno de alfalfa de buena calidad y una mezcla minero-vitaminica. Los
tiempos de incubacion fueron de 0, 4, 8, 16, 24, 48 y 72 horas. Tras la incubacién en el
rumen, los sacos se lavaban y se congelaban antes de continuar con el proceso.

Una vez realizadas todas las incubaciones, se procedia al lavado de los sacos en
lavadora con programa corto, en frio. A continuacion, se realizaban tres lavados con
agua destilada y se desecaban en estufa de ventilacion forzada a 60°C durante 48 horas.
Trascurrido este proceso, los sacos se introducian en un desecador y, tras enfriarse, se
pesaban. Posteriormente, se determinaba el contenido en nitrégeno del residuo seco
mediante el método Kjeldahl.

Los perfiles de degradacién de la materia seca y de la proteina se obtuvieron
ajustando los valores obtenidos tras la incubacion en el rumen al modelo Dg = a+b* (1-
e) (@rskov y McDonald, 1979). En este modelo no lineal, se representan las pérdidas
de materia seca y nitrégeno frente al tiempo. El pardmetro a representa la fraccion
soluble y rapidamente degradable; b representa la fraccion insoluble y potencialmente
degradable; ¢ (h™) el ritmo fraccional de degradacién de la fraccién b, y t el tiempo de
incubacion en el rumen; at+b representaria la degradacion potencial. Conocidos los
parametros de degradabilidad ruminal, se estimaba la degradabilidad efectiva (DE),
segun la ecuacion:

DE=a+((b*c)/(c+K))

Siendo k la velocidad de paso de la digesta a través del rumen. Se consideré un
valor de 0,031 h', obtenido en experimentos realizados en la Unidad de Nutricion
Animal de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC) de Granada, con ovino y caprino
alimentados con dietas de diferente calidad (Isac et al., 1994; Garcia et al., 1995;
Molina Alcaide et al., 2000; Yafiez Ruiz, 2003).
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Correccion de los valores de degradabilidad teniendo en cuenta la pérdida de
particulas

El procedimiento seguido para la cuantificacion de las particulas que se pierden
durante el proceso, y que no son degradadas, fue el descrito por Weisbjerg et al., (1990).
Se colocaba 1g de muestra molida a 2mm de luz de malla, de cada una de las
leguminosas y de las dietas completas, por duplicado en un tubo de 90 ml. A
continuacion, se aiadian 20 ml de agua destilada y los tubos se incubaban durante 1
hora a temperatura ambiente, con agitacion manual cada 15 minutos. Tras la incubacion,
las muestras se filtraban al vacio sobre un papel de filtro libre de nitrégeno (Whatman
n°® 40, 90mm de diametro) y se lavaban cuatro veces con 20 ml de agua destilada. El
papel de filtro, que contenia el residuo, se desecaba a 45°C durante 48 horas.
Posteriormente, se pesaba para estimar la cantidad de materia seca perdida. El nitrégeno
presente en el residuo seco se determindé mediante el método Kjeldahl. Los valores
individuales de la degradacion en el rumen de la materia seca y de la proteina, obtenidos
a los tiempos de incubacion anteriormente descritos (0, 4, 8, 16, 24, 48 y 72 horas), se
corregian mediante la siguiente ecuacion (Weisbjerg et al., 1990):

KPD;=PD;—-P * {1- [PD;— (P+ S)]/[1 - (P +S)]}

Siendo: PDj, el porcentaje de materia seca o de nitrogeno degradado en el tiempo de
incubacidn i; P, la pérdida de particulas; S, la solubilidad medida sobre papel de filtro; P
+ S, la fraccion soluble y rapidamente degradable.

Los valores, corregidos de este modo, se ajustaban al modelo no lineal de Orskov y
McDonald (1979), obteniendo nuevos valores para a y b.

3.2.2 Digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en el rumen

Se estim6 la digestibilidad intestinal de las leguminosas y de las dietas
experimentales de acuerdo con la técnica in situ-in vitro de Calsamiglia y Stern (1995) y
con la técnica in vitro de McNiven et al. (2002).

Técnica in situ-in vitro (Calsamiglia y Stern, 1995)

En la primera etapa, in situ, se introducian alicuotas de aproximadamente 3,5
gramos de muestra molida a 2mm de luz de malla, en sacos de nylon (15.800 poros/cm’
y 46 um de lado del poro). Para cada alimento se emplearon dos cabras de raza
granadina, provistas de canula ruminal y alimentadas a nivel de mantenimiento segun se
describio en el apartado anterior. En cada uno de los animales se incubaban durante 16
horas, un ntimero de sacos determinado que dependia del contenido en nitrégeno de la
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muestra y de su degradabilidad, para obtener al menos 60 mg de nitrogeno residual por
animal. Los residuos no degradados de la misma muestra, se mezclaban y se tomaba
una alicuota para determinar su contenido en nitrégeno.

En la segunda etapa, in vitro, se pesaba una alicuota del residuo no degradado en el
rumen, en cantidad suficiente para que contenga 15 mg de nitrégeno. Se colocaba en un
tubo de centrifuga de 50 ml de capacidad, incluyéndose dos “blancos” por tanda de
incubacion, que sufririan el mismo proceso que las muestras. Se afiadian, a cada tubo,
10 ml de una soluciéon 0,1 N de HCl a pH 2, que contenia 1 g/l de pepsina (Sigma P-
7012) y se incubaban durante una hora en un bafio a 38°C con agitacion continua.

En la ultima etapa de incubacion, también in vitro, se adicionaban a cada tubo 0,5
ml de NaOH IN con objeto de elevar el pH hasta 7,8 y 13,5 ml de solucién de
pancreatina en tampon de KH,PO4 0,5N a pH 7,8, que contenia 50 ppm de timol y 3 g/l
de pancreatina (Sigma P-7545). Se agitaban los tubos y se incubaban en un bafio a 38°C
durante 24 horas, con agitacidén continua; ademas, los tubos se agitaban individualmente
cada 8 horas aproximadamente. Transcurrido este periodo de tiempo, se afiadian 3 ml de
acido tricloroacético al 100% p/v para detener la reaccion enzimatica y precipitar la
proteina no digerida; se agitaban los tubos y se mantenian en reposo a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Posteriormente, se centrifugaba a 10.000 g durante 15
minutos y se separaba el sobrenadante, conservandose hasta la posterior determinacion
de su contenido en nitrogeno.

La digestibilidad en pepsina-pancreatina de la proteina no degradada en rumen se
calculd6 como la proporcion entre la cantidad de nitrogeno soluble en acido
tricloroacético del sobrenadante y la de nitrégeno del residuo no degradado en rumen.

Técnica in vitro (McNiven et al., 2002)

Para llevar a cabo las incubaciones de las muestras, tanto de leguminosas como de
las dietas completas, se utilizaba la tecnologia Daisy, de Ankom Technology
Corporation (Ankom, 1998). Se pesaba aproximadamente 1 gramo de muestra, molido a
2mm de luz de malla en sacos de poliéster Ankom (#F57, 50 pm de tamafio de poro), se
cerraban mediante sellado térmico y se agitaban enérgicamente para que la muestra se
repartiera homogéneamente en su interior. Se utilizaban 4 sacos por muestra en la
primera fase de incubacion y 6 sacos por muestra, en la segunda. En cada fase, ademas,
se incubaban dos sacos “blancos”, para corregir el posible contenido en nitrogeno de los
sacos. Se disponian un maximo de 30 sacos en cada incubador del digestor Daisy, de 4
litros de capacidad y dotados de cierre hermético, conteniendo 1,6 litros de tampon
borato (0,0345 M)-fostato (0,0551M) con un pH de 7,8-8,0. Se incubaba durante 1 hora
a 39°C con agitacion continua.

Tras este periodo de tiempo, se afiadian 400 ml de solucion de proteasa (Proteasa S-
5147 en tampdn borato fosfato). La concentracion de proteasa debia ajustarse al nimero
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de sacos, de modo que hubiera 66 unidades de proteasa por gramo de muestra. Se
procedia a la incubacién durante 4 horas, con agitacion continua a 39°C.

Posteriormente, se decantaba el liquido y se lavaban los sacos con agua destilada
tres veces. Se apartaban 4 sacos por muestra (correspondientes con la primera fase de
incubacion) y dos sacos “blancos” y se desecaban en estufa de ventilacion forzada a 60
°C durante 48 horas. Se pesaba el residuo seco y se analizaba su contenido en nitrégeno.
Los 6 sacos restantes de cada muestra (correspondientes con la segunda fase de
incubacion), y los otros dos sacos “blancos” se congelaban hasta completar el proceso.

En la segunda fase de incubacion, se disponia de 6 sacos por muestra, procedentes
de la incubacion anterior y dos sacos “blancos” que se colocaban nuevamente en el
digestor Daisy, con 800 ml de solucién de pepsina (2 mg/ml en HCL 0,1 N). Se
incubaban durante 1 hora con agitacion a 39°C. Se anadian 40 ml de NaOH 1 N,y 1 I de
solucion de pancreatina (0,5 M de tampon fosfato, ajustado a un pH de 7,8, 50 ppm de
timol y 6g/l de pancreatina). Se incubaban durante 24 h con agitacion a 39°C. Para
finalizar, se decantaba el liquido y se lavaban los sacos con agua destilada seis veces. Se
desecaban en estufa de ventilacion forzada a 60 °C durante 48 horas. Se anotaba el peso
del saco y se analizaba su contenido en nitrégeno.

La degradabilidad del nitrogeno se calculaba como la diferencia entre el nitrogeno
de la muestra original y el de la residual (obtenida tras la primera incubacion) respecto
al contenido en nitrégeno de la muestra original. La digestibilidad de la proteina no
degradada en rumen, se calculaba como la diferencia entre la cantidad de nitr6geno no
degradado y la de nitrégeno residual (obtenida después de la segunda incubacidn)
respecto al nitrogeno no degradado.

3.2.3 Ensayos in vivo de valoracion nutritiva y produccion lactea

Animales y disefio experimental

Se utilizaron 8 cabras de raza Granadina (41,06+1,07 kg de peso vivo) procedentes
de la Granja Experimental de la Excma. Diputacion Provincial de Granada, en la mitad
de su segunda o tercera lactacion. Se establecieron cuatro grupos de animales, de
acuerdo con su peso y produccion de leche. Se realizaron cuatro experiencias utilizando
los animales anteriormente descritos, siguiendo un modelo en cuadrado latino 4x4 con
dos repeticiones, de manera que el numero de tratamientos (dietas experimentales), de
grupos y de periodos (experiencias) era idéntico (Tabla 2).
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Tabla 2. Disefio de los ensayos in vivo

Grupos de animales

Experiencia 1 2 3 4
1 Dieta A Dieta H Dieta Y Dieta V
2 Dieta H Dieta V Dicta A Dicta Y
3 Dieta V Dieta Y Dieta H Dieta A
4 Dicta Y Dieta A Dicta V Dicta H

Siendo las dietas A, H, V y Y aquellas en las que el 30% de la proteina es aportada por altramuz, habas,
veza y yeros, respectivamente.

Desarrollo de los ensayos

Cada animal recibia diariamente la dieta experimental correspondiente, compuesta
por 1kg de heno de alfalfa de buena calidad y 1kg del concentrado, disponiendo de agua
ad limitum. La duracién de cada experiencia fue de 28 dias. Durante los 20 primeros
dias, fase de adaptacion a las dietas experimentales, los animales se disponian en boxes
individuales. Después de este periodo se trasladaban a células individuales de
metabolismo, donde se desarrollaban los ensayos de balance.

Cada dia de la fase de adaptacion a las dietas, a las 9:00 horas, una vez cuantificado
el consumo de alimento correspondiente al dia anterior, se procedia al ordefio manual de
las cabras, cuantificindose también la produccion de leche. Posteriormente, se
suministraba la racion diaria, en primer lugar el concentrado y, dos horas mas tarde, el
heno de alfalfa. Transcurridos los 20 dias, los animales se trasladan a las jaulas
metabolicas, que permiten la recogida de heces y orina por separado. Durante los
primeros tres dias de esta segunda fase, que se consideraban de adaptacion, se
controlaba la ingesta de forraje y concentrado y se cuantificaba la excrecion de heces,
orina y leche. Los cinco dias posteriores constituian la fase principal de los ensayos de
balance, en los que se llevaba a cabo la cuantificacion de los rehusos de heno de alfalfa
y concentrado, asi como de heces, orina y leche, toméndose alicuotas (10% para leche y
orina, 20% para heces y 100% para los rehusos) para realizar los analisis
correspondientes. Estas alicuotas se conservaban a -20°C, (4°C para el caso de los
rehusos) hasta su posterior andlisis. Tras la finalizacion del ensayo de balance, se
recogia la leche total producida por cada lote de animales y se trasladaba a la Planta
Piloto de Lacteos del CIFA de Hinojosa del Duque (Cérdoba), donde se realizaban los
analisis de valoracion tecnolégica.

3.2.4. Elaboracion de queso

Se siguio el protocolo experimental adaptado por Ares (1995) segun receta de queso
madurado tradicional de Malaga (Ares et al., 1996). El proceso de elaboracion del queso
comenzaba con el calentamiento, en cubeta de acero inoxidable (Selecta) y en bafio con
agitacion, hasta alcanzar la temperatura de 32°C. A continuacion, se afnadia cuajo de
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origen animal (30ml/l) y se realizaba el corte y picado de la cuajada hasta conseguir un
tamafio similar al de un grano de arroz. Posteriormente, se agitaba y recalentaba la
masa, para facilitar el desuerado de la cuajada y la cohesion y firmeza del grano
obtenido tras el corte. Finalmente, se procedia al moldeado en recipientes de PVC de
500 g de capacidad y a un doble prensado, el primero con una presion de 0,5 Kg a 1,5
Kg, durante 15 minutos y, tras darle la vuelta a la masa, el segundo con una presion de
1,5 Kg, durante 15 minutos. Se pesaba el queso obtenido y se calculaba el rendimiento
quesero (R1, litros de leche utilizados / Kg de queso obtenido). Seguidamente, se
procedia al salado de los quesos en salmuera (14%, peso/volumen) y a 10°C, durante 30
minutos. La maduracion se llevaba a cabo en cdmara de maduracion a 9°C y 85-88% de
humedad relativa, en régimen de ventilacion forzada, durante un tiempo minimo de tres
semanas. Finalizado el periodo de maduracion, se pesaba el queso y se calculaba, de
nuevo, el rendimiento quesero (R2).

3.2.5. Cinética de coagulacion. Obtencion de optigramas

Los ensayos de coagulometria se realizaron en el Departamento de Produccion
Animal de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos y de Montes, de la
Universidad de Cérdoba, en el equipo Optigraph (patente n° 96120). Se fundamenta en
la medida de la atenuacion de la radiacidon infrarroja cercana del espectro
electromagnético (NIRS), al pasar por la muestra de leche durante su coagulacion. A
medida que la coagulacion de la leche va avanzando, previo afadido del cuajo, la
intensidad de la radiacion recibida disminuye progresivamente. El registro, en tiempo
real, de la sefial recibida da lugar a la curva Optica (optigrama), a partir de la cual se
obtienen los resultados de los pardmetros medidos (Guyonnet, 1999).

3.3. TECNICAS ANALITICAS

Previamente a su analisis, las muestras se molian en un molino de cuchillas (Retsch,
Mod. SM-1) con un tamiz de 2 mm de luz de malla. Cuando la técnica analitica lo
requirid, se optimizod la homogenizaciéon moliendo de nuevo en molino de cuchillas
(Glen Creston Ltd. 14-680 Stanmore), dotado de un tamiz de 1 mm de luz de malla.

3.3.1. Materia seca

Se determiné como la pérdida de peso que experimenta una muestra tras ser
sometida a desecacion durante 24 horas, a 103+£1°C, en estufa de ventilacion forzada
segun el protocolo establecido por la Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 1984). Para heces y leche, la muestra requiere liofilizacion previa al proceso
anteriormente descrito.
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3.3.2. Materia organica

Las cenizas totales se obtienen por calcinacion de 1 a 2 g de muestra, en horno
mufla a 550°C, durante 5 horas. El contenido en materia orgdnica se determina por
diferencia entre 100 y el contenido porcentual de cenizas totales en la muestra, referido
a materia seca.

3.3.3. Grasa

Para la determinacion de la grasa de los ingredientes de las dietas, asi como de los
rehusos y heces procedentes de los ensayos de balance, se utiliza un equipo Soxhlet. La
extraccion se realiza sobre 2-2,5 g de muestra, molida con tamiz de 2mm de luz de
malla y colocada en un cartucho de papel de filtro cerrado. Estos cartuchos se maceran
en éter de petroleo durante aproximadamente 20 horas y se extraen durante 6-8 horas.
Finalizada la extraccion, el matraz que contiene la grasa extraida se deseca en estufa a
60°C. El aumento de peso que experimenta el matraz corresponde a la grasa procedente
de la muestra.

3.3.4. Energia bruta

La energia bruta de las muestras de los ingredientes de las dietas experimentales,
rehusos, heces, orina y leche, se determina utilizando una bomba calorimétrica
adiabatica. En el interior del cuerpo de la bomba se colocan 2 ml de agua destilada vy,
sobre el soporte de uno de sus electrodos, un crisol adecuado para la combustion. En el
crisol se introduce una bolsita de polietileno, de la que se ha determinado el calor de
combustion, en la que previamente se ha pesado 1 g de muestra. Entre los electrodos de
la bomba se fija un trozo de hilo de niquel-cromo al que se une una hebra de algodon,
cuyo extremo contacta con la bolsa que contiene la muestra. El calor de combustion de
ambos tipos de hilo se determina previamente y, la longitud de los mismos se mantiene
constante en las distintas determinaciones. Posteriormente, se llena el recipiente con
oxigeno, hasta conseguir una presion de 30 atmdsferas, y se situa en el interior del vaso
calorimétrico que, previamente, se ha llenado con 2.100 = 0,5 g de agua. Para la
determinar el contenido calérico de la muestra, se mantiene el aparato funcionando de 5
a 10 minutos para alcanzar una temperatura constante en el agua del vaso del
calorimetro (Ti); seguidamente, se induce la combustion de la muestra y se espera de 10
a 15 minutos hasta que la temperatura se estabilice (T¥).

El calor de combustion o energia bruta de la muestra viene dado por la formula:
Calor de combustion, cal/g = (K - (Tf—-Ti)—a)/P

Siendo K la capacidad de calor efectiva, que representa la cantidad de calorias
necesarias para que, en el equipo empleado, la temperatura del agua del vaso
calorimétrico aumente 1°C. Se determina por combustion de un comprimido de 4cido
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benzodico puro, de valor calérico conocido. Tiy Tf son las temperaturas estables, previa
y posterior a la combustion de la muestra, respectivamente. La temperatura es detectada
con una sonda termométrica introducida en el vaso y conectada a un termometro digital;
a corresponde a la suma de calorias del hilo metélico, la hebra de algodon y la bolsa de
polietileno cuya combustion se realiza conjuntamente con la de la muestra. P es el peso
de la muestra, en gramos de materia seca.

3.3.5. Componentes fibrosos

Los componentes fibrosos de los ingredientes de las dietas, heces y rehusos, se
determinan segun el esquema analitico de Van Soest (Van Soest et al., 1991). Se pesan
0,5 g de muestra en sacos de poliéster (Ankom Corp. #Fs7) libres de nitrégeno y cenizas,
previamente desecados en estufa de ventilacion forzada a 103+1°C y tarados. A
continuacion, se sellan con calor (selladora térmica Matachana M-06597) y se agitan
enérgicamente para conseguir que la muestra se reparta homogéneamente. De esta
manera, se colocan 24 sacos sobre un suspensor, que se introduce en la cubeta de

digestion del analizador (Ankom®”

), a la que se anaden 2 litros de la solucion
correspondiente (detergente neutro o detergente acido, para la determinacion de FND y

FAD, respectivamente).

La incubacidn en el digestor tiene una duracion de 60 minutos, a partir del momento
en el que la solucion alcanza la temperatura de 100°C. Transcurrido este tiempo, se
aclaran los sacos, mediante tres lavados de tres minutos de duracion cada uno,
realizados en el digestor, con agua destilada a 90-100°C. A continuacion, se retiran los
sacos, eliminandose el exceso de agua en su interior mediante presion y se sumergen en
acetona durante otros tres minutos. Posteriormente, se desecan en estufa (103+1°C)
durante 24 horas.

Fibra neutro detergente (FND)

El material celular soluble se extrae, por ebullicion de la muestra durante 1 hora, en
una solucidn de detergente neutro de lauril sulfato sdédico, que contiene EDTA disodico.
Los componentes solubles (carbohidratos no estructurales, pectinas, proteinas, lipidos),
facilmente utilizables desde el punto de vista nutritivo, se separan de aquellos que
requieren mayor tiempo de fermentacion microbiana para su utilizacion digestiva. Este
material insoluble en detergente neutro (celulosa, hemicelulosa, lignina, silice,
compuestos nitrogenados, cutina, suberina, etc.) y libre de cenizas, por calcinacion a
550°C en horno mufla, constituye la fibra neutro detergente (FND).

Fibra acido detergente (FAD)

Tras la digestion de la muestra con solucion de detergente acido que contiene
bromuro de cetiltrimetilamonio en medio sulfurico, se obtiene un residuo (celulosa,
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lignina, silice, compuestos nitrogenados, cutina, etc.) que se somete a calcinacion a
550°C, y constituye la fibra acido detergente (FAD).

Lignina acido detergente (LAD)

Es la fraccion de la pared celular, constituida fundamental por lignina. El saco que
contiene el residuo que resulta de la incubacion de la muestra con detergente acido, se
sumerge en acido sulfurico al 72% durante 3 horas. Transcurrido este tiempo, se lavan
los sacos con agua destilada caliente hasta que el pH del agua de lavado sea neutro, se
aclaran con acetona y se desecan a 103+1°C, durante 24 horas. Finalmente, se pesan y
se incineran en horno de mufla a 550°C. El residuo libre de cenizas constituye la
fraccion denominada lignina dcido detergente.

3.3.6. Componentes nitrogenados

Proteina bruta

Se calcula a partir de los datos obtenidos en la determinacion de nitrogeno total de la
muestra por el método Kjeldahl, aplicando el factor multiplicador 6,25 en el caso de los
ingredientes de las dietas, rehusos y heces y multiplicando por el factor 6,38 en el caso
de las muestras de leche. Una alicuota de la muestra (1-2 g de los ingredientes de las
dietas, rehusos y heces y 6 g para la leche) se mineraliza en 4cido sulfurico concentrado
a 360°C, utilizandose un catalizador constituido por 100 partes de sulfato potasico, 6 de
sulfato de cobre y 1 de selenio. Como resultado de esa mineralizacion, el nitrégeno de la
muestra se transforma en sulfato amonico. Una alicuota del mineralizado se destila en
corriente de vapor (destilador Biichi) y en presencia de un exceso de hidroxido sodico.
El amoniaco producido se recoge en acido boérico. La valoracion potenciométrica de la
solucién se lleva a cabo con acido clorhidrico 0,05 N hasta punto final (pH=4,64), en
equipo automatico provisto de un electrodo de pH.

Aminoécidos de la proteina de las leguminosas y de su fraccién no degradable en el
rumen

Se determina el contenido en aminoacidos de muestras de las leguminosas grano
objeto de estudio y de la fraccion no degradable en rumen, obtenida tras incubacion
durante 48 horas, de cada una de ellas. Para ello se emplea la cromatografia liquida de
alta eficacia en fase inversa, previa derivatizacion del hidrolizado de la muestra
correspondiente con fenilisotiocianato (PITC, Pierce NCI-2530). Se sigue el método
Pico-Tag para hidrolizados (Cohen et al., 1989) cuya bondad ha sido contrastada
previamente en este departamento (Pérez Martinez, 1995).
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Se pesa una alicuota de la muestra, en cantidad suficiente para que contenga
aproximadamente 15 mg de proteina bruta, en un tubo Pirex de tapon roscado de 10 ml
de capacidad. Se afiaden 5 ml de acido clorhidrico (HCI) 6N. Este reactivo se prepara
mediante destilacion simple de una solucién 1:1 de HC1 de 22° Beaumé y agua destilada
de grado Milli-Q que contiene fenol al 1% (P/V). Los tubos con la muestra y el reactivo
de hidrolisis, sin cerrar completamente, se colocan durante 10 minutos en bloque
calefactor (SBH200D, Stuart) a 100°C. Tras ese tiempo, los tubos se cierran
herméticamente y se mantienen en el bloque calefactor durante 24 horas.

Para cuantificar correctamente los aminoacidos metionina y cisteina, que sufren una
degradacion superior al resto de los aminoédcidos durante la hidrélisis con HCI 6N, se
lleva a cabo un proceso de hidrolisis previa por oxidacion perférmica en una serie
paralela de alicuotas de las muestras. Mediante este proceso, la metionina se transforma
en metionina sulfona y la cisteina en acido cistéico (Moore, 1963). Nuevamente, se pesa
una alicuota de cada una de las muestras que contenga el equivalente a 15 mg de
proteina bruta y se coloca en un tubo Pyrex de tapén roscado. El reactivo performico se
prepara tomando 1 ml de agua oxigenada (H202) al 30% (V/V) y 9 ml de acido formico
(HCOOH) al 88%; se disuelve por agitacion durante 30 minutos y se enfria en bafio de
hielo junto con los tubos que contienen las muestras, con el fin de que éstas y el reactivo
alcancen la misma temperatura. Se afiade 1 ml de reactivo performico, se cierra el tubo
firmemente y se agita, dejandolo en bafio de hielo durante 16 horas. La reaccion se
detiene mediante la adicion de 0,4 ml de acido bromhidrico (HBR al 48%). El exceso de
reactivo se elimina por evaporacion al vacio en centrifuga (Speedvac, concentrador
modelo SPD131DDA, dotado de una trampa de condensacion RVT400, Termo Savant
Instrument Inc.). La muestra, una vez oxidada, es sometida al proceso de hidroélisis de la
proteina, previamente descrito.

Finalizada la hidrolisis, la muestra se somete a una reaccion de derivatizacion
diluyendo en una proporcion 1:4 con agua destilada y se filtra una alicuota a través de
un filtro de membrana de celulosa de 0,45 um de tamafio de poro (Millipore PVDF 13
MM 1000 NS). Posteriormente, se colocan 25 pl del filtrado en un microvial de 8 x 40
mm, se adicionan 25 pl de una disolucion 0,4 mM de patroén interno (DL-2-acido-
amino-adipico, Sigma A-0637) y se procede a la evaporacion del disolvente en
Speedvac. Una vez que la muestra estd completamente seca, se le adicionan 25 ul de la
mezcla de resecado que contiene metanol, agua y trietilamina (Sigma T-0886) en la
proporciéon 2:2:1 y a continuacion se repite el proceso de secado en Speedvac. Se
afiaden a cada muestra 25 pl del reactivo de derivacion (metanol, agua y trietilamina y
fenilisotiocianato en la proporcion 7:1:1:1) y tras 10 a 20 minutos de reaccion, a
temperatura ambiente, se procede a eliminar el exceso de reactivo en Speedvac. Una vez
obtenidos los fenil-tiocarbamil-aminoacidos, se reconstituyen en 150 pl de una
disolucion de tampdn fosfato (Pico Tag® Sample diluent, Waters) de pH 7,4 y 5%
(V/V) de acetonitrilo, de manera que las muestras quedan preparadas para su inyeccion
en cromatografo. La reaccion de derivacion es la siguiente:
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PITC + AMINOACIDO = PITCAMINOACIDO+ AGUA.

Para la separacion y la deteccion de los aminoacidos se usa un cromatografo liquido
de alta resolucion Waters modelo 2695 (Waters Cromatografia, S.A., Madrid), en el que
se instala una columna Nova Pak® C18 de 3,9 x 150 mm (Waters). El detector (Waters
2487) se fija a 254 nanometros. Para el control de gradientes y procesado de datos se
utilizé el programa Millenium 32 (Waters). El controlador de temperatura se mantiene a
36°C. Todos los reactivos empleados son de grado HPLC y el agua es previamente
desionizada y purificada en un sistema Milli-Q (Millipore).

Se utilizan dos eluyentes:

Eluyente A: Se prepara una disolucion con 19 g de acetato sodico trihidrato en un
litro de agua de grado Milli-Q a la que se adicionan 0,5 ml de trietilamina (TEA) y 0,2
ml de EDTA (1 g/l). Se ajusta el pH de esta disolucién a un valor de 6,29 adicionando
acido acético y se filtra a través de una membrana de 0,45 pm (HATF04700, Millipore).
Se le afiade acetonitrilo de grado HPLC hasta que su concentracion en la disolucion sea
del 6% (v/v).

Eluyente B: Es una disolucion que contiene un 60%, en volumen, de acetonitrilo en
agua de grado Milli-Q y 0,2 ml de EDTA (1g/).

El gradiente utilizado fue el siguiente :

Tiempo (minutos) Flujo (ml/minuto) Eluyente A, % Eluyente B, %

0 1 100 0

15 1 54 46
15,2 1 0 100
16,7 1 0 100

17 15 0 100
17,2 15 0 100
17,5 15 100 0

26 1 100 0

27 1 100 0

Para la identificacion y cuantificacion de los aminoacidos se prepara una disolucion
patron, a partir de 1 ml de una disolucion madre (Pierce, NCI-0180) que contiene 17
aminoacidos (L-alanina, L-arginina, L-aspartico, L-cisteina, L-glutdmico, L-glicina, L-
histidina, Lisoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-prolina, L-
serina, L-treonina, Ltirosina y L-valina) en una concentracion de 2,5 pumoles/ml,
excepto para la cisteina cuya concentracion es de 1,25 pmoles/ml. La disolucion se
lleva a un matraz aforado, de 25 ml de capacidad, enrasando con 4cido clorhidrico 0,1N
de grado HPLC. Se elabora una solucion madre (25 ml) para el patron interno (40 mM
de DL-2-4cido-aminoadipico, pesado con una precision de 0,1 mg) en HCl 0,IN. A
partir de ésta, se prepara la disolucion que contiene el patrén interno en una
concentracion aproximada de 0,4 mM.
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El método de cuantificaciéon empleado es el de calibracion multinivel con patron
interno. Para construir la recta de calibrado se toman 25 y 50 y 75 ul de disolucion 0,1
mM de patrén externo, se le adicionan 25 pl de la disolucion de 0,4 mM de patrén
interno y se somete a los procesos de secado, resecado y derivacion antes descritos.
Cada lote de 50-60 muestras va acompafiado de una recta de calibracion propia
preparandose, tanto las muestras como los patrones (4 puntos por nivel), en el mismo
lote.

Este procedimiento se sigue para la deteccion y cuantificacion de los aminodcidos
preparados mediante hidrolisis dcida de la muestra. En el caso de que se efectiia la
oxidacion performica, previa a la hidrolisis, el procedimiento es el mismo excepto en
los siguientes puntos: a) entre los aminodcidos de los patrones externos se incluye
metionina sulfona y acido cistéico y b) el pH del eluyente A es de 5,9 en lugar de 6,3.

3.3.7. Fracciones proteicas de la leche

Nitrégeno no caseinico

Se pesan aproximadamente 10 g de leche en un matraz aforado de 100 ml. A
continuacion, se afiaden 75 ml de agua destilada a 40°C y 1 ml de solucion de acido
acético al 10% (P/V). Se mezcla suavemente el contenido del matraz y se deja reposar
durante 10 minutos. Tras este tiempo se afiade 1ml de solucion de acetato de sodio 1N y
se mezcla de nuevo. Posteriormente, se deja enfriar el contenido del matraz a unos 20°C
y se enrasa a 100 ml con agua destilada y se mezcla invirtiendo lentamente el matraz.

Cuando el precipitado de caseina y materia grasa se deposita, se filtra a través de
filtro Whatman n° 40 de 90 mm de diametro, recogiéndose el filtrado sobre un matraz
seco. Finalmente, se determina el contenido de nitrogeno de 50 ml de filtrado, que
corresponderia al nitrogeno no caseinico, mediante el método Kjeldahl. El nitrégeno
caseinico se calcula como la diferencia entre el nitrogeno total y el no caseinico.

Nitrégeno no proteico

En este caso, se pesan aproximadamente 20 g de leche en un matraz de 100 ml. Se
diluye hasta el enrase con solucion de &cido tricloroacético al 15% (P/V) y se mezcla
inmediatamente. Cuando el precipitado se ha depositado, se filtra sobre un papel
Whatman n° 40 de 90mm de didmetro y se recoge el filtrado en un matraz seco. Se
determina el contenido en nitrogeno de 50 ml de filtrado, que corresponderia al
nitrégeno no proteico, mediante el método Kjeldahl. El nitrogeno no proteico se calcula
como la diferencia entre el nitrégeno total y el no proteico.
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3.3.8. Grasa de la leche

La grasa de las distintas muestras de leche se determina mediante el método
butirométrico de Gerber. Se disponen 10 ml de 4cido sulfurico Gerber (90-91%) en los
butirdmetros graduados Gerber. A continuacion, se afaden 11 ml de leche y 1ml de
alcohol isoamilico y se ajusta bien el tapon de cierre. Se mezcla el contenido del
butirdmetro lentamente y se centrifugan a 2000 rpm durante 5 minutos, con calor. De
esta manera se separa la grasa de los distintos componentes de la leche, obteniéndose
una mezcla de 4cido sulfurico y una columna de grasa. Dado que el butirdmetro es
graduado, se ajusta la linea divisoria entre la mezcla del 4cido sulfurico y la columna de
grasa en una marca de division entera y se lee el extremo superior de la columna de
grasa en el menisco inferior.

3.3.9. Acidos grasos de la leche

Se determina el perfil de 4cidos grasos de las leche producida por los animales
alimentados con las cuatro dietas experimentales. Se procede a la extraccion y
esterificacion de los acidos grasos siguiendo el procedimiento desarrollado por Sukhija
y Palmquist (1988) y su posterior identificacién, mediante cromatografia gaseosa.

Esterificacion de acidos grasos

Se pesa en un tubo una alicuota de leche liofilizada en cantidad suficiente para que
contenga, aproximadamente, 50 mg de 4cidos grasos, y se somete a un proceso de
extraccion y transesterificacion con 1 ml de hexano y 3 ml de metanol:acetil cloruro
(10:1), seglin la metodologia propuesta por Sukhija y Palmquist (1988). Previamente se
aflade 1ml de estdndar interno, acido nonadecaenoico (C19:0), con una concentracion de
4 mg/ml, tanto a las muestras problema como a los patrones. La muestra se mantiene en
bafio a 70°C con agitacion continua durante 1 hora y, posteriormente, se adicionan 2 ml
de hexano y 4 ml de carbonato potéasico al 6% y se centrifuga a 3500 rpm durante 10
minutos. A continuacion, se traspasa la fase orgdnica a otro tubo y se afade,
aproximadamente, 1 gramo de sulfato sddico anhidro y, tras breve reposo, se centrifuga
a 3500 rpm durante 10 minutos. Finalmente, el sobrenadante se traspasa a un vial, para
su posterior inyeccion en el cromatdgrafo.

Identificacidn de acidos grasos

Se utiliza un cromatografo de gases Perkin-Elmer Autosystem (Perkin-Elmer Corp.,
Norwalk, CT) provisto de columna capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de didmetro
interno x 0,2 pm) (Supelco Bellefonte, PA), equipado con detector ionizador de llama
(FID). La identificacién de los picos correspondientes a los diferentes acidos grasos se
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lleva a cabo por comparacion de los tiempos de retencion con los de una mezcla de
¢ésteres, de acidos grasos de perfil cromatografico conocido (mezcla FAME de 37
acidos grasos, Supelco Bellefonte, PA) y patrones individuales de 4acidos grasos
metilados (Supelco Bellefonte, PA). Para la identificacion de ciertos isomeros del acido
linoleico conjugado (cis 9-trans 11 y trans 10-cis12 CLA), se emplearon determinados
estandares (Matreya Inc., PA). Para la adecuada separacion de los acidos grasos, se
establecid el siguiente programa de temperaturas: desde 70 hasta 100°C a 5°C/minuto, 2
minutos a 100°C, desde 100 hasta 175°C a 10°C/minuto, 34 minutos a 175°C, desde 175
hasta 225°C a 4°C/minuto, 7 minutos a 225°C. El gas portador fue el nitrogeno (presion
de cabeza 40 psi) y las temperaturas de inyeccion y deteccion fueron de 250 y 275°C. El
volumen de inyeccion fue de 5 pl, con una relacion de split de 50:1. Finalmente, se
toma como porcentaje de cada acido graso, el area de pico correspondiente.

3.3.10. Taninos condensados

Se determina el contenido de las distintas fracciones de taninos condensados: libres
(TCL), ligados a la proteina (TCP) y ligados a la fibra (TCF) en alicuotas de las
leguminosas, siguiendo el procedimiento desarrollado por Terril et al. (1992), con las
modificaciones propuestas por Pérez-Maldonado y Norton (1996). El procedimiento
consta de dos fases. En la primera se obtienen, de forma secuencial a partir de una
misma muestra, los extractos de cada fraccion (libres, ligados a la proteina y a la fibra)
y en la segunda, se cuantifican los taninos condensados a partir de la medida de la
absorbancia del compuesto coloreado que se forma tras la reaccidon con una solucion de
butanol-HCI, utilizandose un espectrofotometro de haz de luz simple y cubeta de
cuarzo.

Obtencion de los extractos

Se pesan 300 mg de muestra en tubos de vidrio, provistos de tapon de rosca, y se
afiaden 20 ml de una solucién de acetona (700 ml de acetona + 300 ml de aguay 1 g de
acido ascorbico/l). Se desgasifica con N2 y se deja en agitacion (manteniéndose en
oscuridad) durante 150 minutos, repitiéndose el proceso dos veces mas. Finalizada la
extraccion con la solucion de acetona, se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos, se
recoge el sobrenadante y se conserva el residuo solido para posteriores extracciones.

La acetona presente en el sobrenadante se elimina en rotavapor, a una temperatura
de 40°C como maximo hasta que el volumen residual es de, aproximadamente, 7 ml. La
solucion remanente se traspasa a un tubo de vidrio de 20 ml, enjuagando los restos con
éter dietilico. Se mezcla la soluciéon con un volumen aproximadamente igual de éter
dietilico, agitandose vigorosamente y dejando reposar para que se produzca la
separacion de las fases. Se desecha la capa superior del solvente, en la que se
encuentran disueltos diversos pigmentos, mediante aspiracion con pipeta Pasteur. Los
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taninos condensados libres, solubles en agua, permanecen en la capa inferior a la que se
le anade un volumen aproximadamente igual de acetato de etilo, procediendo una sola
vez de igual forma que con el éter dietilico. En la fase superior quedan disueltos lipidos
y fenoles de bajo peso molecular.

Se repite el proceso en rotavapor para eliminar cualquier traza de solvente y para
reducir el volumen total a unos 5-6 ml, llevandose, posteriormente, a un volumen de 10
ml con etanol (800 ml/l). Este extracto final representa la fraccion de taninos
condensados libres y se almacena a 4°C hasta su posterior andlisis. El residuo que se
obtiene en la primera extraccion se deseca a 60°C durante 12h. Una vez desecado, se
afiaden 5 ml de una solucién SDS (10g/1 de sodio dodecyl sulfato, 50/1 de trietanolamina
y 10 g/l de 2-mercaptoetanol). Se cierran los tubos y se colocan en un bafo de agua a
100°C durante 75 minutos. Se enfria a temperatura ambiente, se agita y se centrifuga a
3000 rpm, durante 10 minutos, para obtener un sobrenadante que representa la fraccion
de taninos condensados ligados a la proteina. Este extracto se lleva a un volumen de 10
ml con la solucion SDS y se almacena a 4°C hasta su posterior analisis. La fraccion de
taninos ligados a la fibra se obtiene lavando y centrifugando, dos veces en 5 ml de
metanol (800 ml/l), el residuo sélido de la extraccion con la solucién SDS y una vez con
butanol, para eliminar cualquier resto de la solucion. La cantidad de tanino presente en
este residuo solido representa la fraccion de taninos condensados ligados a la fibra.

Analisis espectrofotométrico de los taninos condensados

Para la determinacion de los taninos condensados libres y de los ligados a la fibra,
se utiliza metanol al 80 % como solvente. Para la determinacion de los taninos ligados a
la proteina se utiliza la solucion SDS. Como patréon se emplea polvo de quebracho en
todos los casos. A partir de una solucién madre de concentracion conocida (1mg/ml) se
preparan diluciones para obtener una curva patron.

Para la cuantificacion de los taninos condensados, libres y ligados a la proteina, se
afiaden 250 pl de cada extracto a 5 ml de reactivo butanol-HCI (700 mg de sulfato
ferroso heptahidratado, disueltos en 50 ml de HCI al 38% y llevados hasta un volumen
de un litro con butan-1-ol). Se cierran los tubos ligeramente, se agitan vigorosamente y
se calientan en bafio a 100°C durante 75 minutos. Se dejan enfriar y se lee la
absorbancia a 550 nm, en espectrofotometro de haz de luz simple, después de que la
muestra se haya agitado para asegurar la mezcla del extracto afadido. La lectura se
realiza con una cubeta de cuarzo de 1 cm. Para la cuantificacion de los taninos ligados a
la fibra se anaden 15 ml del reactivo butanol-HCI, directamente sobre el residuo. Se
mantienen los tubos en un bafio a 100°C durante 75 minutos, se centrifuga a 3.000 rpm
durante 10 minutos y se lee en el espectrofotometro la absorbancia del sobrenadante,
siguiendo las indicaciones ya descritas para los taninos condensados libres y ligados a la
proteina.
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3.4 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para el célculo de las variables que caracterizan la degradacion ruminal de la
materia seca y de la proteina bruta de las leguminosas y de las dietas experimentales, se
ajustaron los valores de degradacion mediante el procedimiento NLIN (Nonlineal
Regresion) del programa estadistico SAS (SAS, 1989) al modelo propuesto por Qrskov
y McDonald (1979).

Los valores obtenidos para las distintas variables, fueron analizados
estadisticamente mediante el paquete estadistico Statgraphics® Plus para Windows®
version 5.1 (Statistical Graphics Corp., 1994-2001). Se realizaron los siguientes
analisis:

- Para la comparacion de las caracteristicas de degradacion ruminal de la materia
seca y de la proteina bruta, tanto entre leguminosas como entre dietas completas se
realizé una analisis de la varianza de una via (Statgraphics 5.1), estableciendo las
diferencias entre grupos mediante el test de rango multiple de Duncan, a un nivel
P<0,05. Para el andlisis de las caracteristicas de degradacion de la materia seca y de
la proteina bruta tanto de las leguminosas grano como de las dietas completas,
corregidas o no para la pérdida de particulas, se realizd un andlisis de la varianza
factorial (Statgrahics 5.1). Se estudia la significacion del efecto del alimento
incubado, correccidon o no para la pérdida de particulas y la interaccion entre ambos
factores. Las diferencias entre los grupos se obtuvieron mediante el test de Duncan.

- Mediante el paquete estadistico Statgraphics 5.1, se realizaron los andlisis
factoriales (procedimiento FACTOR) para la composicion aminoacidica de las
leguminosas antes y después de incubacion en el rumen. El método usado para la
extraccion de los factores fue el de componentes principales. El método de rotacion
factorial seleccionado en este analisis fue el de rotacién varimax, método de
rotacion ortogonal que minimiza el nimero de variables que tienen saturaciones
altas en cada factor, es decir, simplifica la interpretacion de los factores. El numero
de factores considerados, dependi6 de la fraccion de la varianza explicada por cada
uno de ellos y del posible significado de los mismos. Ademés se realizd un andlisis
multivariante factorial, similar al descrito anteriormente, para el estudio de la
relacion entre la naturaleza de las fuentes proteicas incluidas en la dieta y la
produccion de proteina lactea. En este andlisis se emplearon como variables: la
fraccion de la proteina rapidamente degradable y lentamente degradable de las
leguminosas, asi como su fracciéon no degradada en el rumen y la composicion en
aminoacidos esenciales de ésta, y la proteina de la leche, tanto caseina como
proteina del suero.

- Los datos experimentales obtenidos tras el estudio de la utilizacion digestiva y de
la produccion y composicion de la leche se sometieron a un andlisis de varianza de
acuerdo a un disefio en un doble cuadrado latino 4 x 4 (4 dietas y 4 periodos
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experimentales). Se utilizo el procedimiento del MLG (modelo lineal general)
univariante del paquete estadistico Statgraphics 5.1. Las diferencias entre grupos se
establecen utilizando el test de rango multiple de Duncan.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. COMPOSICION QUIMICA

4.1.1. Leguminosas grano

La composicioén quimica de las leguminosas grano empleadas para la elaboracion de
las dietas experimentales, aparece en la Tabla 3. Su contenido en proteina fue elevado:
25,19, 31,88, 26,25 y 20,56% de MS, respectivamente para habas, altramuz, yeros y
veza. El altramuz present6 un contenido en grasa muy superior (6,02 % de MS) al de las
otras semillas. El contenido en FND resultd similar en habas, yeros y veza, con valores
relativamente elevados (42,60, 45,65 y 42,29% de MS, respectivamente), y bastante
menor en el altramuz (29,47% de MS). Sin embargo, la fraccion lignoceluldsica fue mas
elevada en el altramuz (18,21% de MS) que en las otras tres leguminosas (11,32, 7,69,
10,13% de MS, respectivamente para las habas, yeros y veza). El contenido en lignina
de las paredes celulares fue bajo y muy similar en las cuatro leguminosas (2,31, 1,91,
1,40 y 2,09% de MS, para habas, altramuz, yeros y veza). En cuanto al contenido en
energia los valores fueron también similares y elevados en las semillas estudiadas
(18,75-20,39 MJ/kg de MS).

En las leguminosas consideradas se detecto la presencia de taninos condensados, en
diferentes proporciones. El contenido en taninos condensados totales resultd elevado en
las habas (26,23 mg/g MS), yeros (38,47 mg/g MS) y veza (19,11 mg/g MS) mientras
que el altramuz presentaba un contenido bajo (2,00 mg/g MS). Entre las fracciones
diferenciadas, destaco la de taninos condensados libres en habas, yeros y veza que
alcanzaba valores de 20,80, 32,16 y 13,81 mg/g MS, respectivamente, frente al bajo
valor encontrado en el altramuz (0,6 mg/g MS). La fraccion de taninos asociados a la
proteina presentd valores superiores a la de los asociados a la fibra, para todas las
leguminosas.
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Tabla 3. Composicidén quimica de las leguminosas grano.

Habas Altramuz Yeros Veza
MS (% MF) 88,83 89,49 88,56 90,75
% de MS
Materia organica 96,51 97,08 97,17 96,84
Grasa 1,18 6,02 1,20 1,43
Proteina 25,19 31,88 26,25 20,56
FND 42,60 29,47 45,65 42,29
FAD 11,32 18,21 7,69 10,13
LAD 2,31 1,91 1,40 2,09
Minerales 3,49 2,92 2,83 3,16
EB (MJ/kg MS) 18,75 20,39 19,12 19,05
mg/g de MS
TCL 20,8 0,60 32,16 13,81
TCF 0,77 0,06 1,09 1,31
TCP 4,66 1,34 5,22 3,99
TCT 26,23 2,00 38,47 19,11

FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra 4cido detergente; LAD: lignina acido detergente; EB: energia
bruta; TCL: taninos condensados libres; TCF: taninos condensados ligados a fibra; TCP: taninos
condensados ligados a proteina, TCT: taninos condensados totales.

En cuanto al perfil de acidos grasos (Tabla 4), se han detectado cuatro de ellos en las
habas, yeros y veza y seis en el altramuz. El 4cido linoleico fue mayoritario en todas las
leguminosas, con porcentajes de 66,84, 49,68, 71,98, 48,50% para las habas, el
altramuz, los yeros y la veza, respectivamente. El segundo, en cuanto a la cantidad en
que aparecia, fue el 4cido oleico para las habas, el altramuz y la veza (18,89, 30,91,
33,19%) y el palmitico para los yeros (11,76%). Ademas, en el altramuz se detect6 la
presencia de acido estearico y araquidonico. Por otro lado, se determiné el perfil en
aminoacidos de la proteina de las cuatro leguminosas y de sus respectivas fracciones no
degradadas en el rumen. Los resultados correspondientes se exponen en un apartado
posterior.

Tabla 4. Composicion en acidos grasos (% de MS) de las leguminosas grano.

Habas Altramuz Yeros Veza
C 16:0 (Palmitico) 11,78 9,73 11,76 13,27
C18:1 (Oleico) 18,89 30,91 8,05 33,19
C18:2 (Linoleico) 66,84 49,68 71,98 48,5
C18:3 (Linolénico) 2,49 5,25 8,21 5,04
C 18:0 (Estearico) - 2,62 - -
C20:4 (Araquiddnico) - 1,81 - -

Los resultados expuestos anteriormente, reflejan que, en general, existe gran
similitud en cuanto a la composicién quimica de las leguminosas grano empleadas en
este estudio, siendo el altramuz la que mas se diferencia de las otras tres (habas, veza y
yeros), que pertenecen al mismo género (Vicia). Es importante considerar, que la
composicion quimica de las leguminosas grano puede variar en funcion de muchos
factores: variedad (Wiseman y Cole, 1988), lugar de produccion, condiciones de
crecimiento, etc. (Hadjipanayiotou, 1985).
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Una de las caracteristicas mas importantes de las leguminosas grano es su elevado
contenido en proteina. En el presente estudio, los valores estuvieron comprendidos entre
21 y 32% de MS, coincidiendo con los datos aportados por otros autores
(Hadjipanayiotou, 1985; Boza, 1991; Abreu y Bruno-Soares, 1998; Gonzalez y Andrés,
2003). El altramuz y la veza presentaron el mayor y menor contenido proteico,
respectivamente, resultando los valores observados en este estudio ligeramente mas
bajos que los encontrados en la bibliografia (31,88 y 20,56% de MS, frente a 39 y 28%
de MS, respectivamente). El elevado contenido en proteina hace que las leguminosas
grano sean adecuadas para su empleo como suplemento proteico en la alimentacion
animal.

Con respecto al contenido en grasa, los valores eran bajos (1-1,5% de MS) excepto
para el altramuz, resultando similares a los encontrados en la bibliografia (Boza, 1991,
Abreu y Bruno —Soares, 1998; Gonzalez y Andrés, 2003; Nadal Moyano et al. 2004b).
En cuanto a la composicion en acidos grasos, se observd que los acidos linoleico y
oleico fueron los mayoritarios en habas, altramuz y veza, coincidiendo con las
observaciones de Nadal Moyano et al. (2004b), que consideran que estos acidos suelen
constituir los 2/3 del total de acidos grasos presentes en las semillas de leguminosas.
Esta caracteristica puede ser importante, puesto que se ha observado que la composicion
lipidica de la leche de cabra y de los quesos refleja la composicion de la grasa de la
dieta (Gulati et al., 1997; Alonso et al., 2000; Sanz Sampelayo et al., 2000, 2002, 2004).
En este sentido, Robinson y McNiven (1993) observaron que la suplementacion de la
dieta de vacas en lactacion con altramuz, da lugar a un aumento de acidos grasos
hipocolesterolémicos en la leche, como consecuencia de la incorporacion de los acidos
C18:1 (oleico) y C18:2 (linoleico) en la dieta; otros autores (Singh et al, 1995;
Froidmont y Bartiaux-Thill, 2004) han descrito efectos similares. Moss et al. (2001)
también sefialaron que la alta proporcion de acidos grasos insaturados puede ser una
caracteristica importante de la fraccion lipidica del altramuz, en cuanto a su posible
transferencia a los productos animales (carne y leche), que resultan de una calidad mas
saludable. Froidmont y Bartiaux-Thill (2004) y Masucci et al. (2006) obtienen en la
semilla de altramuz valores superiores para el acido oleico, en comparacién con el
linoleico, al contrario de los resultados del presente trabajo (30,91 y 49,68%, para oleico
y linoleico, respectivamente). Estos autores identificaron otros acidos grasos (C10,
C10:1, C14:0, Cl16:1, C20) en cantidades muy bajas (0,29-0,54%); estas diferencias
pueden ser debidas, como se ha comentado anteriormente, a las distintas variedades,
lugar, condiciones de crecimiento etc. de las semillas empleadas.

Los contenidos en FND, FAD y LAD, que se han encontrado en las leguminosas
grano consideradas, resultaron, en general, mas elevados que los referidos en la
bibliografia. En concreto, se obtuvieron valores anormalmente elevados para la FND en
el caso de habas, yeros y veza, lo que puede deberse a la presencia de mayor cantidad de
cascarilla en la que se localizan mayoritariamente los componentes fibrosos (Van der
Poel et al.,, 1991). En un estudio realizado por Abreu y Bruno-Soares (1998) se
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determinoé la composicion quimica de nueve leguminosas grano, encontrandose que la
mayoria presentaban valores de FND, FAD y LAD de 15-22, 6-13 y 1-2,8 % de MS,
respectivamente, valores inferiores a los obtenidos en este estudio. Por el contrario, los
valores encontrados por Yanez Ruiz (2003) para las semillas de habas resultaron
similares a los obtenidos en este estudio para la FAD (8,90% MS) y la LAD (1,50%
MS), mientras que la FND fue inferior (27,5 % de MS). En relacion a los yeros, Haddad
(2006) obtiene porcentajes mayores para la FAD (9,7 %) y LAD (9,1 %), y menores
para la FND (21,9%). Para la veza, Hadjipanayotou et al. (1985), obtuvieron valores
tanto de FND (21,7%) como de FAD (7,5%) y de LAD (0,9%) muy diferentes a los
obtenidos en este estudio. Con respecto al altramuz, los valores obtenidos en el presente
trabajo son mas parecidos a los encontrados en la bibliografia. Masucci et al. (2006)
obtienen en el altramuz, valores de 21,2, 16,5y 0,7 % de MS para FND, FAD y LAD,
respectivamente.

En general, la informacién disponible en cuanto al contenido en taninos de las
leguminosas consideradas en este estudio, es muy limitada. En particular, la
metodologia aplicada para la determinacion de las distintas fracciones de taninos
condensados, libres, ligados a fibra y a proteina (Pérez Maldonado y Norton, 1996), no
ha sido aplicada anteriormente a los yeros y la veza, por lo que solo podria analizarse, a
nivel comparativo, la informacion relativa a los taninos condensados totales. Ademas, la
cantidad de taninos estimada en una muestra depende, en gran medida, del
procedimiento quimico empleado para dicha cuantificacion (Van der Poel et al., 1991).

Se observa que, en general, la cantidad de taninos libres en el género Vicia (habas,
veza, yeros) es elevada. Con respecto a las habas, los valores encontrados en este
estudio, son similares a los obtenidos por Yanez Ruiz (2003). Con respecto al altramuz,
se conoce que el contenido en fenoles es muy reducido, presentando mayoritariamente
alcaloides (Nadal Moyano et al., 2004b). Algunos autores indican que la presencia de
taninos en las leguminosas podria reducir la disponibilidad de la proteina durante la
digestion (McSweeney et al., 2001). Sin embargo, Nadal Moyano et al. (2004b)
exponen que, en general, este efecto no seria relevante debido a que las leguminosas
suelen constituir s6lo una pequefia parte de la dieta de los animales. Aunque los estudios
acerca del efecto que los taninos tienen sobre la utilizacion y el metabolismo de los
nutrientes son numerosos, los relativos a su efecto sobre la calidad de los productos
animales (carne, lana y leche) de los pequefios rumiantes son escasos. Los datos
disponibles sugieren que bajas concentraciones de taninos condensados en la dieta
aumentan la produccion de lana, leche y proteina de la leche debido al incremento de la
cantidad de proteina que escapa a la degradacion ruminal y, por tanto, a la mayor
absorcion de aminodcidos a nivel intestinal (Priolo y Ben Salem, 2004). Niveles
elevados de taninos condensados en la dieta pueden tener, sin embargo, efectos
perjudiciales como el cambio en el color de la carne (Priolo y Ben Salem, 2004). En
general, los alimentos ricos en taninos se asocian con una ingesta baja, generalmente
atribuida al sabor astringente de estos taninos y también a una menor tasa de digestion

78



Resultados y Discusién

del alimento (McSweeney et al., 2001). Sin embargo, en este estudio los taninos no
parecen ejercer un efecto significativo, como se verd en apartados posteriores,
probablemente como consecuencia del bajo nivel de inclusion de las semillas de
leguminosas en la dieta.

4.1.2. Otros ingredientes de las dietas

La composicion quimica del heno de alfalfa, avena y maiz empleados como
ingredientes de las dietas experimentales, aparece en la tabla 5. La composicién quimica
del heno de alfalfa, que constituye el forraje de la dieta, revela que puede considerarse
de buena calidad, presentando un contenido en proteina elevado (18,75% de MS).

Tabla 5. Composicion quimica del heno de alfalfa, maiz y avena.

Heno alfalfa Maiz Avena
MS (% MF) 91,80 86,12 91,63
% de MS
Materia organica 88,20 98,81 96,87
Grasa 1,66 3,55 7,33
Proteina 18,75 7,44 11,25
FND 41,90 42,50 35,82
FAD 21,60 2,76 10,55
LAD 5,45 0,57 1,39
Minerales 11,18 1,19 3,13
EB (Kg/KJ MS) 18,00 18,83 19,80

FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra acido detergente; LAD: lignina acido detergente; EB: energia
bruta.

4.1.3. Composicion de las dietas experimentales

En funcion de la composicion quimica de las leguminosas grano, avena, maiz y
heno de alfalfa, anteriormente descritas se elaboraron cuatro dietas, isoenergéticas e
isonitrogenadas, en las que el 30% de la proteina procedia de una de las cuatro
leguminosas consideradas. La composicidon en ingredientes de las dietas experimentales
se indica en el apartado 3.1. La composicion quimica del concentrado empleado se
muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Composicion quimica de la fraccion concentrado

Concentrado’

Habas Altramuz Yeros Veza

MS, g/100g MF 89,61 88,74 89,28 90,76
% de MS

Materia organica 92,99 93,78 93,34 93,16
Grasa 3,82 5,05 3,74 3,35
Proteina 15,94 16,13 16,00 15,75
FND 38,28 34,96 39,71 38,66
FAD 9,10 9,50 7,26 9,22
LAD 1,58 1,17 1,16 1,66
Minerales 7,01 6,22 6,66 6,84
EB (MJ/Kg MS) 18,37 18,8 18,48 18,5

"Concentrados que incluian una de las cuatro leguminosas, habas, altramuz, yeros y veza. FND: fibra
neutro detergente; FAD: fibra acido detergente; LAD: lignina acido detergente; EB: energia bruta.

Como se ha mencionado anteriormente, se elaboraron cuatro dietas experimentales
que, aunque difieren en la leguminosa grano incluida, presentan una composicion
quimica similar, lo que permite la valoracion de las cuatro leguminosas consideradas en
este estudio. La diferencia mas clara entre las dietas experimentales estudiadas, en
cuanto a su composicion quimica, se refiere a la cantidad de grasa (superior en la dieta
que contiene altramuz) y la cantidad de FAD (menor en la dieta que contiene yeros).

4.2. CINETICAS DE DEGRADACION EN EL RUMEN DE LAS LEGUMINOSAS Y
DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES. EFECTO DE LA CORRECCION PARA LA
PERDIDA DE PARTICULAS.

4.2.1. Leguminosas

Las caracteristicas de la degradacion ruminal de las leguminosas grano estudiadas,
aparecen en la Tabla 7. En general, los pardmetros de la degradacion ruminal de la
materia seca y de la proteina seguian un patréon parecido y presentaban valores elevados.
Se observa que los parametros a (fraccion rapidamente degradada) y b (fraccion
lentamente degradada) de la materia seca, tanto para el altramuz como para la veza,
fueron significativamente distintos (P<0,05) de los de las demdas leguminosas. La
velocidad de degradacion de b (parametro c) del altramuz, resulto mas elevada y
significativamente distinta de la de los yeros, las habas y la veza (P<0,05). Con respecto
a la degradabilidad efectiva (DE) no se observaron diferencias significativas entre las
habas, los yeros y el altramuz, presentando unos valores de 76,98, 76,99 y 78,71%,
respectivamente. En cambio, la veza presentd el valor (74,79%) menor y
significativamente distinto (P<0,05) de los de las anteriores.

Con respecto a los parametros de degradacion ruminal, a y b de la proteina bruta, las
habas presentaron los valores mayor (51,78 %) y menor (49,49 %), respectivamente y
significativamente diferentes (P<0,05) de los de los yeros, la veza y el altramuz. Los
valores obtenidos para la veza fueron de 38,30 % y 62,90% para a y b, respectivamente,
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siendo estos valores el menor y el mayor, y significativamente distintos (P<0,05) en
comparacion con las otras tres leguminosas. Tanto los yeros como el altramuz
presentaron valores medios para ambos parametros que se sitian entre los dos extremos
mencionados, y que no son significativamente distintos (P>0,05): 42,02 y 40,72 % para
a,y 58,46 y 59,53 % para b, respectivamente. La velocidad de degradacion de b, para el
altramuz, resulto superior (0,113 h™) y significativamente distinta (P<0,05) de la de las
otras tres leguminosas, cuyos valores fueron de 0,060-0,070 h™'. En relacion a la
degradabilidad efectiva de la proteina, las habas y el altramuz presentaron los valores
mas elevados (86,18 y 87,47 % respectivamente) y significativamente distintos
(P<0,05) del de los yeros (82,42%) y la veza (79,76%), que presenta el menor valor.

Tabla 7. Caracteristicas de la degradacion ruminal de la materia seca (DMS) y de la proteina bruta (DPB)
de las leguminosas grano.

Significacion
Habas Yeros Altramuz Veza DER Estadistica
DMS
A (%) 38,3° 37,1° 25,5° 31,6° 1,10 o
B (%) 59,87 60,4° 748" 69,4° 1,82 ok
C (hY 0,0582 0,060° 0,077° 0,050% 0,007 *k
DE (%) 77,0 78,0° 78,7° 74,8° 1,07 *
DPB
A (%) 51,92 42,0° 40,7 38,3° 1,08 ok
B (%) 49,5 58,5° 59,5° 62,9° 1,28 ok
C (hY 0,070% 0,069% 0,113° 0,060? 0,005 o
DE (%) 86,2° 82,4° 87,5 79,8° 0,78 ok

a: fraccion rapidamente degradable; b: fraccion potencialmente degradable; c: velocidad de degradacion
de b; DE: degradabilidad efectiva; DER: desviacion estandar residual. ® ® ¢ Dentro de una misma fila, los
valores medios afectados por letras diferentes, resultan estadisticamente distintos (P<0,05). * P<0,05, **
P<0,01, *** P<0,001.

Puesto que, en algunos casos, ¢l valor de la fraccion rapidamente degradable (a) de
los alimentos incubados era muy elevado, cabe suponer que existe una pérdida de
particulas a través de los poros del saco, que se considerarian degradadas pero que,
realmente, no lo serian. De hecho, los valores obtenidos teniendo en cuenta la pérdida
de particulas (Weisbjerg et al., 1990), fueron inferiores y significativamente (P<0,001)
distintos de los obtenidos sin tener en cuenta esa correccion. El efecto se observo para
todas las leguminosas y, tanto para las caracteristicas de la degradacion de la materia
seca como de la proteina (Tabla 8). Esto se debia a que la pérdida de particulas resultd
considerable, del 15 al 20 % aproximadamente para la materia seca, mientras que para
la proteina bruta las pérdidas se situaron entre el 13 y el 25%, aproximadamente,
aunque para las habas llegd a alcanzar el 38,31%. En general, la correccion para la
pérdida de particulas disminuye la degradacién de la materia seca y del nitrégeno, sin
afectar a su velocidad de degradacion.
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Tabla 8. Caracteristicas de la degradacion ruminal sin corregir y corregidas para la pérdida de particulas, de la materia seca (DMS) y de la
roteina bruta (DPB) de las leguminosas grano.

Alimento Significacion
incubado Habas Yeros Altramuz Veza DER Estadistica
Sin Sin Sin Sin

Correccion corregir Corregidos corregir Corregidos corregir Corregidos corregir Corregidos A C AxC
DMS

a (%) 38,28 30,67 37,12 30,83 25,45 21,12 31,63 26,79 1,00 ¥* ke %
b (%) 59,76 47,53 60,44 49,92 74,78 61,51 69,38 58,33 1,66  ** ¥ NS
c(h™ 0,058 0,058 0,06 0,06 0,077 0,077 0,051 0,051 0,007 ** - -

DE (%) 76,98 61,45 76,99 63,76 78,71 64,93 74,79 63,02 0,98  Fx  E %

DPB
A (%) 51,87 32,01 42,02 32,36 40,72 35,25 38,3 30,95 0,94 o e
B (%) 49,49 30,16 58,46 44,76 59,53 51,32 62,9 50,5 1,15 & e e
C (h™ 0,07 0,07 0,069 0,069 0,113 0,113 0,06 0,06 0,005 ** - -

DE (%) 86,18 52,92 82,42 63,34 87,47 75,54 79,76 64,22 0,7 ¥ ek ok
a: fraccion rapidamente degradable; b: fraccion potencialmente degradable; ¢: velocidad de degradacion de b; DE: degradabilidad efectiva. DER:
desviacion estandar residual. A: efecto del tipo de alimento incubado; C: correccion para la pérdida de particulas; AxC: interaccion alimento
incubado x correccion. NS: no significativo; * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.
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En la figura 6 se representa el porcentaje de proteina degradada durante la
incubacion en el rumen, en funciéon del tiempo de incubacién, para cada leguminosa. Se
puede observar que, aproximadamente, el 90% de la proteina desaparecia o se
degradaba, tras 24 horas de incubacion en el rumen. También es evidente que la
velocidad de degradacion (C) es mas elevada en el altramuz que en las otras tres
leguminosas, que presentan pendientes parecidas entre si. Ademas, parece clara la
influencia de la correccidon para la pérdida de particulas sobre la funcion exponencial,
siendo esta mas importante en las habas, seguida de los yeros, la veza y el altramuz, sin
afectar a la velocidad de degradacion de la fraccion potencialmente degradable.

Habas Yaros
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Figura 6. Porcentaje de desaparicion de la proteina, sin corregir o corregido para la
pérdida de particulas, de las leguminosas grano en el rumen, en relacion al tiempo de
incubacion. PD: proteina degradada (%); t: tiempo de incubacion en el rumen (horas).

4.2.2. Dietas experimentales.

Las caracteristicas de la degradacion ruminal de las dietas experimentales (Tabla 9)
difieren de las que presentaban las leguminosas. En relacion a la degradacion ruminal
de la proteina bruta, se observa que todos los parametros seguian el mismo
comportamiento. Los valores para b, ¢ y DE de la dieta en la que se incluia altramuz
fueron significativamente distintos (P<0,05) de los de las dietas que incluian las otras
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tres leguminosas, mientras que para el parametro a no existia significacion estadistica
pero si esta misma tendencia. La DE de la dieta que incluia altramuz presentaba el
menor valor (75,56 %), significativamente distinto (P<0,05) de los de las dietas que
incluian habas, yeros y veza, similares (81,45, 81,54 y 80, 12 %, respectivamente) entre
si.

Tabla 9. Caracteristicas de la degradacion ruminal de la materia seca (DMS) y de la proteina bruta (DPB)
de las dietas experimentales.

Dietas’ Significacion
Habas Yeros Altramuz Veza DER Estadistica
DMS
a (%) 39,56°  37,17° 33,37° 37,85*° 0,99 ok
b (%) 44,78°  43,81° 49,34° 38,99° 2,06 i
c(h™ 0,061  0,067° 0,040° 0,071* 0,010 *
DE (%) 69,01°  67,04° 60,78° 64,95° 0,98 ok
DPB
a (%) 48,49 47,11 44,28 46,75 1,86 NS
b (%) 45,67°  45,67° 49,28° 44,35° 1,60 *
c(h™ 0,082*°  0,095° 0,054 0,094*> 0,009 i
DE (%) 81,45°  81,54° 75,56° 80,127 0,75 ok

' Dietas habas, yeros, altramuz y veza, en las que el 30% de la proteina est aportada por cada una de estas
leguminosas. a: fraccion rapidamente degradable; b: fraccion potencialmente degradable; c: velocidad de
degradacion de b; DE: degradabilidad efectiva; DER: desviacion estandar residual. * * ¢ Dentro de una
misma fila, los valores medios afectados por letras diferentes, resultan estadisticamente distintos
(P<0,05). * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001

Si se considera la correccion para la pérdida de particulas (Tabla 10) se observa que
los parametros resultantes muestran valores inferiores y significativamente (P<0,001)
distintos de aquellos que se obtienen sin esa correccion. Esto se debe, de nuevo, al
elevado porcentaje de particulas perdidas, que para la materia seca se sitia entre 15 y
20%, mientras que para la proteina resulto ser de 11-25 %.
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Tabla 10.Caracteristicas de la degradacion ruminal de la materia seca (DMS) y de la proteina bruta (DPB) de las dietas, corregidas y sin corregir para la pérdida de
particulas.

Alimento Significacion
incubado Dieta Habas Dieta Yeros Dieta Altramuz Dieta Veza DER Estadistica
Sin Sin Sin Sin
Correccion corregir Corregidos corregir Corregidos corregir Corregidos corregir  Corregidos A C AxC
DMS
a (%) 39,56 32,61 37,17 29,78 33,37 28,24 37,85 30,56 0,91 ¥ ** NS
b (%) 44,78 36,7 43,81 34,86 49,34 41,53 38,99 31,28 1,89 **  xx NS
c(h™h 0,061 0,061 0,067 0,067 0,04 0,04 0,071 0,071 0,009 **=* - -
DE (%) 69,01 56,75 67,04 53,54 60,78 51,32 64,95 52,3 0,89  ¥k* *
DPB
a (%) 48,49 36,61 47,11 38,65 44,28 39,26 46,75 39,24 1,79 NS *** *
b (%) 45,67 34,25 45,67 37,33 49,28 43,57 44,35 37,06 1,49 e ke *
c(h™ 0,082 0,082 0,095 0,094 0,054 0,054 0,094 0,094 0,008 *** - -
DE (%) 81,45 61,33 81,54 66,73 75,56 66,92 80,12 67,13 0,69 < kkk dkk

a: fraccion rapidamente degradable; b: fraccion potencialmente degradable; c: velocidad de degradacion de b; DE: degradabilidad efectiva. DER:
desviacion estandar residual. A: efecto del tipo de alimento incubado; C: correccion para la pérdida de particulas; AxC: interaccion alimento
incubado x correccion. NS: no significativo; * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.
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En la Figura 7 se representa el porcentaje de proteina degradada durante la
incubacion en el rumen, con respecto al tiempo de incubacion, para cada dieta. Al igual
que en la Figura 6, se observa claramente el efecto de la correccion para la pérdida de
particulas, aunque en este caso dicho efecto es mas parecido para las distintas dietas
experimentales, que cuando se estudié para las leguminosas. No obstante, el efecto de
la pérdida de particulas sigue siendo mayor para la dieta que incluia habas y menor
para la de altramuz, al igual que en el caso de las leguminosas.
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Figura 7. Porcentaje de desaparicion de la proteina, sin corregir o corregido para la pérdida de
particulas, de las dietas experimentales en el rumen, en relacion al tiempo. PD: proteina degradada
(%); t: tiempo de incubacion en el rumen (horas).

La degradabilidad ruminal de la proteina constituye uno de los factores mas
importantes en la valoracion proteica de un alimento para el rumiante, determinando el
aporte de nitrégeno a los microorganismos ruminales y al animal hospedador. En el
presente trabajo, se ha estimado la degradabilidad ruminal de la proteina de las
distintas leguminosas grano, asi como de las dietas experimentales en las que se
incluyen estas semillas, mediante la técnica in Situ, que en la actualidad es la
metodologia mas frecuentemente utilizada en los Nuevos Sistemas de Valoracion
Proteica de Alimentos para Rumiantes. Se han incubado tanto las leguminosas como
las dietas completas para estudiar el posible efecto de la interaccion de los ingredientes
de las dietas sobre las caracteristicas de la degradabilidad de la dieta y compararlas con
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las obtenidas para las leguminosas grano, puesto que la degradabilidad efectiva de los
ingredientes no se considera un valor aditivo (Hvelplund y Weisbjerg, 2000). Debido a
que la dieta consumida por los animales en los que se realiza la incubacion afecta al
perfil de degradacion del alimento incubado en el rumen, especialmente al de la
proteina bruta (Yafiez Ruiz et al., 2003), se alimenta a los animales en los que se
incubaron las leguminosas y las dietas experimentales con heno de alfalfa de buena
calidad, para evitar variaciones.

En general, la bibliografia disponible en relaciéon a las caracteristicas de
degradacion ruminal de las leguminosas grano no es muy abundante. Existen
numerosos estudios sobre la degradabilidad del altramuz y de las habas, tanto de las
semillas crudas como tratadas, pero son escasos los relativos a veza y yeros. Por otro
lado, la informacion es muy heterogénea, dadas las numerosas fuentes de variabilidad
que influyen en el estudio de la cinética de degradacion ruminal. Puesto que la pérdida
de particulas estd relacionada con la preparacion de la muestra (tipo de molienda y
tamafio de malla), anterior a la incubacion ruminal y que, ademas, el tamafo de
particula en muestras diferentes, molidas con el mismo didmetro de luz de malla puede
variar (Michalet-Doreau y Cerneau, 1991), habria que considerar ambos aspectos en
caso de una posible comparacion con los resultados que se encuentran en la
bibliografia. Moss et al. (2001) observan que la solubilidad del altramuz, tanto de la
proteina como de la materia seca, increment6 con la reduccion del tamafio de malla
utilizada para la molienda de la muestra.

La degradabilidad de la proteina de las habas, la veza, el altramuz y los yeros, se
caracterizd por elevados valores de la fraccion rapidamente degradable (a), al igual
que describen Gonzalez y Andrés (2003). La degradabilidad efectiva de la proteina de
las distintas leguminosas resultd elevada (86,18, 82,42, 87,47, 79,76%, para habas,
yeros, altramuz y veza, respectivamente), por lo que su fraccion no degradable es baja.
Por ello, pareceria mas ldgico considerar a estas leguminosas como una fuente de
proteina para los microorganismos ruminales y, por tanto, para la sintesis de proteina
microbiana promovida por su fermentacion en el rumen (Guedes y Dias da Silva,
1996; Gonzélez y Andrés, 2003). Los resultados derivados de este estudio revelan que
la fraccion de la proteina no degradable en el rumen, podria considerarse nula en todas
las leguminosas puesto que la degradabilidad potencial (a + b) es muy elevada. Estas
observaciones son similares a las descritas por Guedes y Dias da Silva (1996) y
Gonzalez y Andrés (2003) empleando vacas y ovejas, respectivamente. Estos tltimos
autores, concluyeron que la fraccion de proteina no degradable en el rumen de las
leguminosas era muy baja (0-5,2%), siendo la del altramuz de 0%, la de la veza de
0,4%, la de los yeros de 3,1% y la de dos variedades distintas de habas de 2,5 y 5,2%.

Los valores de los parametros de la cinética de degradacion ruminal de la proteina
para las habas estdn de acuerdo con los estimados previamente por Sanz Sampelayo et
al. (1999) en ovejas alimentadas con heno de alfalfa. Estos autores obtuvieron valores
de: 53,50, 54,92, y 84,0 para a, b, y DE, respectivamente, similares a los resultados del
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presente trabajo (51,87% para a, 49,49% para b y 86,18% DE). Sin embargo, la
velocidad de degradacion de b era inferior a la estimada en este estudio (0,030 h
frente a 0,070 h™"). Aguilera et al. (1992) obtuvieron valores de degradabilidad efectiva
de habas, veza, yeros y altramuz, en ovejas alimentadas con heno de alfalfa, similares a
los obtenidos en este estudio. Sin embargo, estos autores observaron valores menores
para el parametro a (en un 5-18%) y mayores para b (en un 3-15%) que los
encontrados en el presente trabajo, siendo los valores correspondientes al altramuz mas
parecidos.

En cuanto a las caracteristicas de degradacion de la materia seca y de la proteina de
las dietas experimentales, se observa que difieren de las estimadas para las
leguminosas grano. Estos cambios son de diferente grado, en funcion de la leguminosa
y de la dieta consideradas. Con respecto a los parametros a y b, la mayor diferencia se
observo entre la semilla de veza y la dieta que incluia esta leguminosa, mientras que el
menor cambio se producia cuando se comparaban las habas y la dieta que las incluia.
Con respecto a la velocidad de degradacion (c), el altramuz presentaba el mayor valor
(0,113 h™") y significativamente (P<0,05) distinto de los de las otras tres leguminosas
(0,060-0,070 h™). En el caso de las dietas experimentales, aunque sigue existiendo esta
diferencia estadistica para el parametro ¢ de la dieta que incluia altramuz con respecto
a las otras tres dietas, es de sentido contrario, siendo de 0,054 h™' frente a 0,082, 0,095
y 0,094 h', para las dietas que incluian habas, veza y yeros, respectivamente. Con
respecto a la degradabilidad efectiva, los cambios son menores, siendo el mas notable
el que existe entre al dieta que incluia altramuz, con un porcentaje del 75,56 %, frente
al de la semilla de altramuz que es del 87,47%. Aunque no se han determinado las
caracteristicas de degradacion en el rumen del heno, avena y maiz, se podria intuir que
la degradabilidad efectiva de los ingredientes no se considera un valor aditivo, como
exponen otros autores (Hveplund y Weisbjerg, 2001). Por tanto, existen diferencias en
las caracteristicas de degradacion entre las leguminosas y las dietas experimentales vy,
aunque a priori consideremos una fuente proteica de determinada naturaleza, su
inclusion en una dieta puede hacer que la interaccion con otros ingredientes resulte en
distintas propiedades de degradacion, ejerciendo, por tanto, distintos efectos en el
metabolismo de la proteina en el rumiante, produccion de leche, etc. Estos resultados
estan de acuerdo con los de Prestlokken (1999), que exponia que no es correcto asumir
que la degradacion ruminal de los ingredientes individuales refleje la degradacion de
una dieta.

La degradabilidad potencial result6 también elevada (94,16, 92,78, 93,66 y 91,10
%, para las dietas que incluian habas, yeros, altramuz y veza, respectivamente), por lo
que la fraccion de proteina no degradada en rumen, estaria en torno a 5,84-8,9 %.
Tanto en las leguminosas como en las dietas experimentales, la fraccion de proteina
degradable podria exceder los requerimientos del rumiante, lo que implicaria el
aumento de la produccion de amonio en el rumen y la eliminacion de este a través de la
orina (Broderick, 1991), con las consecuencias ambientales asociadas. Es por ello que
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se deben elaborar dietas que presenten la cantidad 6ptima de proteina degradable a
nivel del rumen, para satisfacer tanto la rentabilidad (méximos ingresos debidos a la
produccion de leche sobre los costos de alimentacion) como la calidad ambiental
(Reynal y Broderick, 2003) asociada a la produccion animal. Las dietas experimentales
evaluadas podrian ser tratadas o suplementadas con proteina no degradable para
alcanzar una relacion mas adecuada entre esta fraccion y la no degradable.

Con respecto a la correccion para la pérdida de particulas, como se expuso
anteriormente, produce cambios significativos en todos los parametros de la
degradacion ruminal, tanto de la materia seca como de la proteina, excepto en la
velocidad de degradacion de b, y en la degradabilidad efectiva. La pérdida de
particulas, calculada para la materia seca, de las leguminosas y de las dietas
experimentales fue parecida. Sin embargo, esta pérdida, calculada para el nitrogeno de
las leguminosas y de las dietas, vario en mayor medida. En general las dietas
experimentales sufrieron menores pérdidas de nitrogeno, asociadas a la pérdida de
particulas, que las leguminosas. Se ha observado que la mayor diferencia fue la
encontrada entre la perdida de nitrogeno asociada a la perdida de particulas de la
semilla de habas y de la dieta que incluia habas (24,50% de la dieta que incluia habas
frente a 38,31% de la semilla de habas). En general, la elevada pérdida de particulas
podria atribuirse a la molienda de la muestra, tanto de las leguminosas como del resto
de ingredientes de las dietas, anterior a la incubacion en el rumen. El proceso de
molienda puede producir en algunas semillas la rotura del nucleo, dejando el almidon y
la proteina como un polvo fino que puede perderse a través de los poros del saco
(Prestlokken, 1999). En la bibliografia no se han encontrado estimaciones de las
caracteristicas de degradacion de las leguminosas con correccion para la pérdida de
particulas aplicadas a leguminosas grano. Los resultados obtenidos en este estudio,
reflejan que el grado de pérdida de particulas varia entre leguminosas ejerciendo, por
tanto, efectos de distinta magnitud sobre las caracteristicas de degradacion de la
materia seca y de la proteina. Aplicando dicha correccion, el valor de la fraccion no
degradable en el rumen para las dietas experimentales estaria en torno a 17,17-29,14
%, lo que nos hace pensar que si la correccién ha sido aplicada adecuadamente, la
relacion entre la fraccion degradable y la no degradable, se acercaria mas a las
recomendadas para dietas de rumiantes en lactacion cuando se tiene en cuenta la
pérdida de particulas.

4.3. PERFIL AMINOACIDICO DE LA PROTEINA DE LAS LEGUMINOSAS Y DE
SU FRACCION NO DEGRADADA EN EL RUMEN

Tanto para rumiantes como para monogastricos, el factor més importante que
determina la eficiencia de utilizacion de la proteina es el perfil de aminodcidos
esenciales digestibles que llegan al intestino delgado. Para la determinacion de la
composiciéon aminoacidica de la fraccion de proteina que llega al intestino, es
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necesario conocer el perfil de la proteina microbiana y el de la proteina de la dieta que
no se ha degradado a nivel del rumen. En este estudio, se ha determinado tanto el perfil
en aminoacidos de las leguminosas grano como el de su fraccion no degradable,
estimado a partir de muestras procedentes de los residuos que permanecen en los sacos
de nylon tras la incubacion en el rumen de caprino durante 48 horas (Tablas 11 y 12).

Tabla 11. Composicion aminoacidica de la proteina de las leguminosas grano y de su fraccién no
degradable en rumen (mg de aa/g de MS).

IHabas Yeros Altramuz Veza
Original ND Original ND Original ND Original ND

AAE

Lisina 16,10 2,64 18,99 3,5 15,07 4,45 14,92 4,48
Histidina 6,05 2,03 7,91 2,27 9,20 2,93 6,66 2,92
Treonina 6,66 0,78 7,44 2,31 8,77 3 6,03 2,69
Arginina 19,13 2,70 21,6 3,11 32,20 2,68 13,91 5,95
Valina 9,25 1,77 10,42 2,24 11,39 3,33 8,98 4,41
Isoleucina 7,84 1,35 9,02 1,79 10,77 2,38 7,80 3,48
Leucina 14,08 2,23 16,04 3,11 17,47 3,54 12,3 5

Fenilalanina 8,95 1,57 9,98 2,33 11,06 2,69 8,95 3,68
Metionina 6,55 0,99 5,84 1,38 4,13 2,39 5,33 2,93
AANE

Tirosina 6,69 2,26 7,92 2,06 10,93 2,81 6,19 3,44
Aspartico 18,65 2,85 26,2 1,88 23,61 571 15,76 3,82
Glutamico 27,76 4,28 37,2 3,24 51,72 4,87 26,50 8,17
Serina 8,54 1,55 9,98 2,65 12,65 451 7,87 3,51
Glicina 7,74 3,81 9,03 2,79 10,99 2,63 7,18 4,51
Alanina 8,16 1,53 8,87 2,3 8,69 2,75 7,23 4,27
Prolina 9,48 1,75 11,6 2,02 14,63 2,78 9,96 3,58
Cisteina 4,72 1,26 4,33 1,45 5,46 2,26 3,05 2,16
AAE 94,6 16,1 107,3 22 120,1 27,4 84,9 35,5
AANE 91,8 19,3 1151 18,4 138,7 28,3 83,7 33,5
Total AA 186 35,34 222 40,4 259 55,7 169 69

ND: fraccion de la proteina no degradable en el rumen. AAE: aminoacidos esenciales; AANE:
aminoacidos no esenciales.

En cuanto al contenido de aminodcidos totales de las leguminosas (Tabla 11), el
altramuz y los yeros presentan mayor cantidad (259 y 222 mg aa/g MS,
respectivamente) que las habas y la veza (186 y 169 mg aa/g MS). Respecto a la
composicion, el porcentaje de aminoacidos esenciales (Tabla 12) es similar para todas
las fuentes proteicas, situandose entre 46,4 y 50,8% para altramuz y habas,
respectivamente. Se puede destacar que los aminoacidos mas abundantes para las
cuatro leguminosas, fueron: 4cido glutamico, 4cido aspartico, arginina, lisina y leucina.
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12. Composiciéon aminoacidica de la proteina de las leguminosas grano y de su fracciéon no degradable
en rumen (g aa/ 100 g de aa).

Habas Yeros Altramuz Veza
Original ND Original ND Original ND Original ND

AAE

Lisina 8,64 7,47 8,54 8,65 5,82 7,99 8,85 6,49
Histidina 3,25 5,74 3,56 5,61 3,56 5,26 3,95 4,23
Treonina 3,57 2,22 3,35 5,72 3,39 5,39 3,58 3,9
Arginina 10,3 7,64 9,73 7,69 12,4 4,82 8,25 8,63
Valina 4,96 5,00 4,69 5,55 4.4 5,98 5,33 6,39
Isoleucina 4,21 3,82 4,06 4,42 4,16 4,27 4,63 5,05
Leucina 7,56 6,3 7,21 7,69 6,75 6,35 7,3 7,25
Fenilalanina 4.8 4,44 4,49 5,75 4,28 4,83 5,31 5,34
Metionina 3,51 2,8 2,63 3,41 1,6 4,29 3,16 4,25
AANE

Tirosina 3,59 6,39 3,56 51 4,23 5,04 3,67 4,99
Aspartico 10 8,06 11,8 4,64 9,12 10,3 9,35 5,54
Glutamico 14,9 12,1 16,7 8,02 20 8,74 15,7 11,8
Serina 4,58 4,38 4,49 6,54 4,89 8,09 4,66 5,08
Glicina 4,15 10,8 4,06 6,91 4,25 4,72 4,26 6,54
Alanina 4,38 4,33 3,99 5,7 3,36 4,94 4,29 6,19
Prolina 5,09 4,95 5,21 4,99 5,65 4,98 5,91 5,19
Cisteina 2,53 3,57 1,95 3,59 2,11 4,06 1,81 3,13
AAE 50,8 45,4 48,3 54,5 46,4 49,2 50,4 51,5
AANE 49,2 54,6 51,8 455 53,6 50,8 49,7 48,5
Total AA 100 100 100 100 100 100 100 100

ND: fraccion de la proteina no degradable en el rumen. AAE: aminoacidos esenciales; AANE:
aminoacidos no esenciales.

Con respecto al contenido de aminoacidos de la fraccién de la proteina de cada
leguminosa no degradada en el rumen (Tabla 11), las de veza y altramuz presentan
valores superiores (69,0 y 55,7 mg aa/g MS, respectivamente) a las de los yeros y las
habas (40,4 y 35,3 mg aa/g MS, respectivamente). Por tanto, si se compara el
contenido en aminoacidos (mg de aa/g de MS) de la proteina de las leguminosas antes
y después de su incubacion en rumen, se observa que aproximadamente el 20% del
total de los aminodcidos no se degradarian en el rumen y pasaria al intestino delgado
en el caso de habas, yeros y altramuz, siendo este valor del 40% para la veza. El
porcentaje de aminoacidos esenciales y no esenciales de la proteina no degradada en el
rumen, estd en torno al 50% para todas las leguminosas, aunque el patron de
degradacion de los aminoédcidos no es el mismo, siendo los mayoritarios en esta
fraccion distintos entre leguminosas. Cuando se compara la calidad aminoacidica de
una fuente proteica y de su fraccion no degradable en rumen, habria que considerar el
posible error debido a la contaminacién microbiana producida por la colonizacién de
las particulas del alimento por microorganismos del rumen (Varvikko y Lindberg,
1985). Cabe suponer que su influencia sea minima, de acuerdo con las observaciones
de Varvikko (1986), en alimentos ricos en proteina.

En general, el cambio en la composicion aminoacidica entre la proteina original y
su fraccion no degradable en el rumen fue del orden de 0,05-3%, aunque para ciertos
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aminoacidos la modificacion lleg6 a ser de entre 6 y 11%. Los cambios mas destacados
en las habas, tras la incubacion en el rumen, son el aumento de la glicina y la tirosina,
en un 160,2 y 78,0%, respectivamente, y la disminucion de la arginina y glutamico, en
un 25,8 y 18,8%, respectivamente. En cuanto a la composicion en aminoacidos del
altramuz, se observa una caida del glutdmico (en un 56,3%) y de la arginina (61,1%),
como consecuencia de la degradacion ruminal. En los yeros y la veza los cambios mas
significativos, debidos a su degradacion en el rumen, se producen en el glutdmico y el
aspartico, que disminuyen (para los yeros en un 52,0 y 60,7%, respectivamente, y para
la veza en un 24,8 y 40,7%, respectivamente). En los yeros también se observo una
disminucion (21,0%) de la arginina mientras que, en la veza este aminoacido no
experiment6 ningin cambio como consecuencia de la incubacion en el rumen.

La informacion disponible con respecto al perfil aminoacidico de la proteina de las
leguminosas grano y de su fraccion no degradable en el rumen es escasa, sobre todo
para la veza y los yeros. En general, las leguminosas grano son deficientes en
metionina y cisteina (Boza, 1991; Duranti y Gius, 1997; Nadal Moyano et al. 2004).
Sin embargo, los valores estimados para estos dos aminoacidos, en cada una de las
leguminosas estudiadas, resultaron muy superiores a los referidos en la bibliografia
(Cros et al, 1992ab; Aguilera et al., 1992; Sanz Sampelayo et al., 1999;
Hadjipanayiotou y Economides, 2001). El perfil aminoacidico de las habas es similar
al obtenido por Aguilera et al. (1992), Cros et al. (1992b) y Sanz Sampelayo et al.
(1999), aunque difiere del obtenido por Hadjipanayiotou y Economides (2001). Sin
embargo, como se ha comentado anteriormente, en este estudio se han obtenido valores
superiores, con respecto a los de la bibliografia, para la metionina (3,51 % frente a 0,7-
1,1 %) y cisteina (2,43 % frente a 0,4-1,0 %). En cuanto al altramuz, el perfil en
aminoacidos de su proteina es similar al encontrado por Aguilera et al. (1992) y Cros et
al. (1992a), siendo superiores los niveles de los aminoacidos azufrados, como se
comenta para el caso de las habas (1,60 y 2,11%, para metionina y cisteina,
respectivamente, frente a 0,4-0,8 %).

El perfil en aminoacidos de la fraccion proteica no degradable de las habas,
determinado en vacas después de la incubacion en rumen durante 16 horas (Cros et al.,
1992b), y en ovejas tras la incubacion en el rumen durante 72 horas (Sanz Sampelayo
et al., 1999), es distinto al obtenido en el presente trabajo, tras la incubacion en el
rumen de cabras durante 48 horas. En general, los cambios debidos a la incubacion en
el rumen de las semillas de habas, observados por Cros et al. (1992b) son de menor
grado que los detectados en este estudio siendo, por el contrario, mayores los
determinados por Sanz Sampelayo et al. (1999). Los autores citados coinciden en
sefialar que se produce un gran cambio en la concentracion de arginina, que
experimenta una disminucion, lo que estd de acuerdo con los resultados obtenidos en
este estudio. Cros et al. (1992b) observaron que cisteina, arginina y lisina fueron los
aminodcidos mas degradables en la proteina de habas, mientras que treonina, glicina y
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leucina resultaron mas resistentes a la degradacion ruminal, lo que contradice nuestras
observaciones.

En cuanto a la fraccion no degradable de la proteina del altramuz, la composicion
en aminoacidos fue distinta de la obtenida por Cros et al. (1992a). Sin embargo, estos
autores coinciden con los resultados de este estudio en destacar que los mayores
cambios, tras la incubacion en el rumen, son los producidos en la concentracion del
glutamico y la arginina, que disminuyen. Ademads, Cros et al. (1992a) observan que
arginina, glutdmico y tirosina son los aminoacidos mas degradables de la proteina de
altramuz, mientras que isoleucina, lisina, metionina y alanina son los menos
degradables, resultados similares a los obtenidos en este trabajo. Sin embargo,
Benchaar et al. (1994) observaron que como consecuencia de la incubacion de la
semilla de altramuz en el rumen de vacuno durante 16 horas, los aminoacidos mas
degradables fueron la arginina y los aminoacidos azufrados, mientras que los menos
degradables correspondieron a la histidina, lisina y glicina, resultados que difieren de
los del presente estudio.

Con respecto a yeros y veza, el perfil en aminoacidos, determinado por Aguilera et
al. (1992), se asemeja al obtenido en este estudio, excepto para la metionina y la
cisteina que, al igual que en las habas y el altramuz, presentan valores superiores a los
observados en la bibliografia. Hadjipanayiotou y Economides (2001) también
determinaron el perfil en aminoacidos de la proteina de la veza, resultados que, en
general, difirieron de los del presente estudio. No se ha encontrado informacion sobre
el perfil aminoacidico de la fraccion de la proteina no degradable de estas dos
leguminosas.

En general, las tendencias de cambio que aparecen en la bibliografia en cuanto a la
degradabilidad de los aminoacidos de las distintas leguminosas, se reflejan en este
estudio. Diferentes autores sefialan que los aminodcidos ramificados (valina,
isoleucina, leucina) son los mas resistentes a la degradacion en el rumen (Rulquin y
Verité, 1993; O’Mara et al., 1997; Ceresnakova et al. 2002), por lo que su porcentaje
en la fraccion no degradable no cambia en gran medida, como se deduce en este
estudio. En cuanto a la arginina, muchos autores coinciden en que se trata de uno de
los aminoacidos que mas se degrada (Le Henaff, 1991; Cros et al., 1992a y b; Sanz
Sampelayo et al., 1999; O’Mara et al. 1997) al igual que ha ocurrido en nuestro
estudio. O’Mara et al. (1997) y Ceresnakova et al. (2002) también sefialaron la
tendencia a una mayor desaparicion en el rumen del glutdmico, aspecto que también se
ha observado en este trabajo.

Para comparar el cambio global en la composicion en aminodcidos que sufre cada
fuente proteica, como consecuencia de su incubacion en el rumen, se realizé un
analisis multivariante, empleando como método de extraccion de factores el de
componentes principales y el método de rotacion varimax. Considerando la fraccion de
varianza explicada por cada factor, se tuvieron en cuenta para el analisis los tres
primeros derivados (Tabla 13), que explicaban un 28,4% (primer factor), 26,7%
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(segundo factor) y 24,4% (tercer factor) de la varianza total. En la Tabla 13, también
aparece la matriz de componentes rotados en la se observa que, de acuerdo con la carga
de cada variable en cada factor, el primero estaba determinado de manera positiva
principalmente por la concentracion de glicina, tirosina e histidina. El segundo factor
quedaba fundamentalmente definido por la concentracion de serina, de manera
positiva. El tercer factor estaria determinado, también de manera positiva, por las
concentraciones de isoleucina, fenilalanina y alanina y, negativamente, por la de
aspartico. En la figura 4, se representa la posicion de las diferentes leguminosas, segun
el perfil aminoacidico de su proteina, antes y después de la degradacion ruminal asi
como la situacion de los distintos aminoacidos con respecto a los factores 1 y 2. Se
observan dos tipos de cambios: el que experimenta el altramuz en el sentido positivo
del factor 2, y el que sufren habas, veza y yeros, también en sentido positivo, pero con
respecto al factor 1.

Tabla 13. Valores de los aminoacidos de las leguminosas originales y de su fraccion no degradada en el
rumen. Resultados del anélisis multivariante factorial.

Matriz de componentes rotados

Variable 1 2 3
Gli 0,956 -0,211 0,092
Tir 0,931 0,132 0,054
His 0,858 0,384 0,073
Cid 0,746 0,616 0,106
Pro -0,679 -0,362 0,059
Ser 0,126 0,932 0,032
Arg -0,462 -0,777 -0,066
Tre -0,075 0,768 0,356
Met 0,156 0,704 0,487
Glu -0,617 -0,661 -0,357
lle -0,323 0,2 0,885
Fen 0,047 0,295 0,848
Ala 0,342 0,425 0,806
Asp -0,485 0,047 -0,804
Val 0,201 0,637 0,667
Leu -0,387 -0,225 0,614
Lis -0,054 0,224 -0,053
Factor Varianza explicada (%) Varianza explicada acumulada (%)

1 28,4 28,4

2 26,7 55,1

3 24,4 79,5

Rulquin y Verité (1993) realizaron un analisis multivariante similar, obteniendo
resultados contrarios al del presente estudio. Estos autores observaron que las
diferencias en el perfil aminoacidico entre la proteina del alimento original y su
correspondiente fraccion no degradable pueden considerarse pequefias, en comparacion
con las grandes diferencias observadas entre alimentos, por lo que concluyen que el
perfil en aminoacidos del alimento puede tomarse como guia inicial para estimar el
perfil de la fraccidon no degradable. Sin embargo, otros autores exponen que el cambio
de la composicion aminoacidica, debido a su degradacion en el rumen, depende de la
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fuente proteica por lo que no puede considerarse el perfil aminoacidico del alimento
original para predecir el de la fracciéon no degradable en rumen (Erasmus et al., 1993;
Cozzi et al., 1994; Sanz Sampelayo et al., 1999). Sanz Sampleayo et al. (1999), a partir
de los resultados derivados de un analisis multivariante similar al realizado en este
estudio en el que consideraron cuatro fuentes proteicas distintas concluyen, ademas,
que siendo el perfil aminoacidico muy diferente entre habas y torta de girasol, la
composicion en aminoacidos de sus correspondientes fracciones no degradables fue
muy parecida, observando este mismo resultado con semilla de algodon y gluten de
maiz.

Los resultados del presente estudio, indican que el perfil en aminoacidos de la
proteina de las diferentes leguminosas grano era parecido. Sin embargo, el perfil
aminoacidico de sus fracciones proteicas no degradables era muy diferente. El grado
de modificacion del perfil en aminoacidos de cada fuente proteica tras la degradacion
en el rumen, estd determinado por la magnitud del vector que une la posicion de cada
leguminosa, antes y después de la degradacién ruminal (Figura 4). De acuerdo con lo
anterior, el orden de las leguminosas segun la intensidad del cambio experimentado
por la fermentacion ruminal es el siguiente: habas, altramuz, yeros y veza. Por tanto,
podria indicarse, claramente, que la fraccion de la proteina de las leguminosas grano
que no se degrada en el rumen diferiria en su potencial como fuente de aminoacidos
absorbibles en el intestino, tanto a nivel cuantitativo como cualitativo, respecto del
potencial que representarian las fuentes proteicas originales.
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Figura 8. Efecto de la incubacion ruminal sobre el perfil aminoacidico de las leguminosas
H, V, A, Y, corresponden a la proteina de habas, veza, altramuz y yeros, respectivamente,
mientras que NDH, NDV, NDA, NDY, corresponden con la fraccion de la proteina no
degradada, tras incubacion ruminal durante 48 horas, de habas, veza, altramuz, y yeros,
respectivamente.
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En ensayos de infusion postruminal de aminoacidos en vacas lecheras, utilizando
diversos tipos de dietas, se ha demostrado que incremento en el aporte de aminoacidos
o de la concentracion de aminoacidos esenciales, aumenta significativamente la
produccion de leche y de las proteinas de esta (Murphy y O’Mara, 1993). Aunque la
composicion de la proteina ideal para la produccion de leche no esta establecida, es
probable que sea muy similar a la que presenta la leche (Schingoethe, 1996b). Los
aminoacidos que tradicionalmente se han considerado limitantes para la produccion de
leche son la metionina y la lisina (Murphy y O’Mara, 1993), aunque el efecto de la
suplementacion con estos aminoacidos se hace mas patente cuando se adicionan de
manera conjunta. Para estudiar los aminoacidos que mas limitan la produccion de leche
en base a una dieta concreta, Cros et al. (1992) compararon el perfil en aminoacidos de
diferentes fracciones proteicas (alimento original, fraccion no degradable en el rumen,
fraccion no digestible en el intestino) con el perfil aminoacidico de la proteina de la
leche, concluyendo que los aminodcidos mas limitantes variaban segun la composicion
de la fraccion de la proteina considerada. No obstante el perfil en aminoacidos de la
fraccion de proteina no degradable en el rumen que se absorbe en el intestino, se
considera el indicador méas adecuado con vistas a la produccion de proteina lactea,
dependiendo su valor de la mayor o menor similitud con la composicion aminoacidica
de la leche. De acuerdo con esto y comparando la composicion de la digesta duodenal
con la de la leche, Cros et al. (1992b) concluyeron que al utilizar dietas basadas en
habas para vacas en lactacion, el orden de aminoacidos limitantes seria: aminoacidos
azufrados, lisina, fenialanina, tirosina y valina. En un estudio similar, estos mismos
autores (Cros et al., 1992a) observaron que con el empleo de dietas que incluian
altramuz, los aminoacidos mas limitantes serian: aminoacidos azufrados, valina, lisina
y leucina. Ademads, observaron que, aun cuando la composicién en aminoacidos de las
fracciones estudiadas era diferente, parte de los aminoacidos considerados limitantes se
mantenia practicamente en las tres fracciones.

Dado que los cambios que se producen en la composicion aminoacidica de la
digesta a nivel intestinal podrian considerarse minimos, el perfil aminoacidico de la
proteina después de la degradacion ruminal podria también considerarse adecuado para
predecir el de la proteina que seria absorbida en el intestino, tanto si se trata de
alimentos que presentan un alta digestibilidad intestinal como de otros de
digestibilidad menor (O’Mara et al., 1997). Por ello, realizamos una comparacioén
similar a la descrita por Cros et al. (1992a y b) entre el perfil en aminoacidos
esenciales de la proteina original de cada leguminosa, el de su fraccion no degradable
en el rumen y el de aminoacidos esenciales de la leche de cabra, obtenido por Posati y
Orr (1976) (Tabla 14).
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Tabla 14. Perfil en aminoacidos esenciales (% del total de AAE) de la proteina de la leche de cabra
(Posati y Orr, 1976) y porcentaje de aminoacidos esenciales, en relacion a los de la leche, de la proteina
original y de su fraccion no degradable en el rumen de las leguminosas grano.

Leche

cabra Original Fraccién no degradable en rumen
AAE Habas Altramuz Yeros Veza | Habas Altramuz Yeros Veza
Lis 17,5 97,3 71,7 101,17 100,4 93,9 92,9 90,7 72,0
His 54 119,1 1427 137,3 146,1 | 2354  199,2 191,6 152,8
Tre 9,8 71,6 74,3 70,5 72,3 49,6 111,3 106,7 77,0
Arg 7,2 281,5 373,4 280,8 228,2 | 234,1 1364 196,5 233,2
Val 14,5 67,5 65,5 67,0 73,0 76,0 83,9 70,3 85,7
lle 12,5 66,3 71,8 67,3 73,6 67,4 69,6 65 78,4
Leu 19,0 78,6 76,8 78,9 76,5 73,1 68,1 74,4 74,2
Fen 9,4 101,1 98,5 99,5 112,7 | 104,5 105 112,8 110,7
Met 4,8 143,3 71,3 112,8 130 127,7 180,7 129,8 170,8

Segun esta comparacidon, se podria considerar que, en general, el orden de
aminoacidos limitantes de habas, yeros, altramuz y veza para la produccion de leche,
seria: isoleucina, leucina, valina, y lisina. Ademads, en las habas y la veza, la treonina
resultaria limitante para la produccion de leche. Estos resultados también ponen de
manifiesto que mientras que ciertos aminodcidos podrian ser limitantes para la
produccion de leche en base al perfil aminoacidico de los alimentos originales, no lo
serian si se tiene en cuenta el perfil de aminoacidos de la fraccion no degradable.
Valina, isoleucina y leucina, se muestran limitantes, tanto en el alimento original como
en la fraccion no degradable, lo que seria légico puesto que, como se sefiald
anteriormente, el perfil de estos aminoacidos es poco sensible a la degradacion en el
rumen. Cabe destacar que aunque, en general, hay coincidencia con los resultados de
Cros et al. (1992a y b), se deduce que la proteina de las leguminosas empleadas en este
estudio no parece resultar limitante en cuanto al contenido de aminoécidos azufrados,
al contrario de lo que se expone en la bibliografia.

Asumiendo que la composicién en aminodcidos de la proteina de la leche es
indicativa del balance de aminoécidos ideal para los rumiantes de alta produccion.
Schingoethe (1996a) propone como indicador de la calidad de la proteina el indice
MPS (milk protein score). Este indice se calcularia como el cociente entre el contenido
de los aminoacidos considerados mas limitantes de la proteina suplemento y la
cantidad de estos aminoacidos en la leche. Segun este autor, los aminoacidos que
probablemente resultan mas limitantes para la sintesis de proteina en la leche, ademas
de metionina y lisina, serian la histidina y los aminoacidos ramificados. Teniendo en
cuenta lo expuesto por Schingoethe (1996a) se podria calcular el MPS para las
distintas fuentes proteicas evaluadas en este estudio (Tabla 15).
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Tabla 15. Perfil en aminoécidos considerados limitantes para la sintesis de proteina en leche (% del total
de AAE) de la proteina de la leche de cabra (Posati y Orr, 1976) y de la proteina original y de su
fraccion no degradable en el rumen de las leguminosas grano. Calculo del indice MPS.

Leche Habas Altramuz Yeros Veza

Cabra Original ND Original ND Original ND Original ND
Met 4,83 6,92 6,17 3,44 8,73 5,45 6,27 6,27 8,24
His 5,37 6,40 12,64 7,67 10,70 7,37 10,29 7,85 8,20
Lis 17,50 17,02 16,44 1255 16,25 17,70 15,88 17,57 12,59
Val 14,48 9,78 11,01 9,49 12,15 9,71 10,18 10,58 1241
lle 12,49 8,28 8,42 8,97 8,69 8,41 8,12 9,19 9,79
Leu 18,95 1489 13,86 14,55 12,91 1495 14,11 14,50 14,07
Total aa 73,63 63,28 68,54 56,67 69,43 6359 64,84 6596 65,31
MPS 0,86 0,93 0,77 0,94 0,86 0,88 0,89 0,89

MPS: milk protein score. ND: fraccion no degradada en el rumen.

El indice MPS indica que las leguminosas presentarian una calidad similar en
cuanto a ciertos aminodcidos considerados limitantes. Ademas, se observa que dicha
calidad mejora tras la incubacion en el rumen, para la proteina de las habas y del
altramuz.

No obstante, la informacion aportada en este trabajo con respecto a la calidad de las
leguminosas en cuanto a aminoacidos limitantes para la produccion de leche, es
relativa, puesto que solo disponemos de perfil aminoacidico de la fuente de proteina
original y de la fraccién no degradada en el rumen. El catabolismo de los aminoacidos
en el intestino y en el higado y la particion de los aminoédcidos hacia el anabolismo en
el musculo, parecen ser los factores de mayor limitacion sobre la disponibilidad de los
aminoacidos para la sintesis en la glandula mamaria (Bequette et al. 2003).

Puesto que el principal objetivo de este trabajo era la valoracion de fuentes de
proteina como alternativas tanto a la harina de carne como a la harina de soja, dada la
prohibicion de la primera consideramos interesante realizar una comparacion de los
diferentes aspectos estudiados con los de la soja. Los datos bibliograficos reflejan que
el perfil en aminoacidos de la soja (Aguilera et al., 1992; Hadjipanayiotou y
Economides, 2001) es similar al de las leguminosa grano empleadas en este estudio,
siendo ambos, en principio, de buena calidad. La proteina de soja es rica en lisina,
siendo la metionina, valina e isoleucina el primero, segundo y tercer aminoacido
limitante, respectivamente, para la produccion de leche (Rebollar y Blas, 2002),
caracteristicas parecidas a las de las leguminosas grano. Sin embargo, tanto la semilla
de soja como las de leguminosas grano presentan una degradabilidad de la proteina en
el rumen muy elevada, al contrario que la harina de soja, de acuerdo con el tratamiento
que conlleva su obtencion.
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4.4. DIGESTIBILIDAD INTESTINAL DE LA PROTEINA NO DEGRADADA EN
EL RUMEN.

Los Nuevos Sistemas de Valoraciéon Proteica de Alimentos para Rumiantes,
consideran de gran relevancia la estimacion de la digestibilidad intestinal de la proteina
de la dieta que no se degradada en el rumen (DIPNDR). En este trabajo, se aplican dos
metodologias (in situ-in vitro e in vitro) con objeto de evaluar la idoneidad de estas
técnicas y en un intento de simplificaciéon de los procedimientos alternativos a los
ensayos in Vivo.

En la Tabla 16 se presentan los resultados obtenidos mediante la técnica in situ-in
vitro (Calsamiglia y Stern, 1995) e in vitro (McNiven et al., 2002): la degradacion
ruminal de la proteina (DRPB) tras 16 horas de incubacion en el rumen y tras 24 horas
de incubacion en solucion de proteasa, para la técnica in situ-in vitro e in vitro,
respectivamente, la digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en el rumen
(DIPNDR) y la digestibilidad total de la proteina bruta (DTPB) de las leguminosas
grano y de las dietas experimentales.

Tabla 16. Degradacion ruminal (DRPB, %), digestibilidad intestinal de la proteina no degrada en el rumen
(DIPNDR, %) y digestibilidad total (DTPB, %) de la proteina bruta de las leguminosas grano y las dietas
completas.

DRPB DIPNDR DTPB
Calsamiglia McNiven  Calsamiglia McNiven Calsamiglia  McNiven

y Stern et al. y Stern et al. y Stern et al.

(1995) (2002) (1995) (2002) (1995) (2002)
Habas 87,6 56,0 54,0 86,7 98,6 94,1
Yeros 96,0 43,9 46,2 85,7 98,9 92,0
Altramuz 89,6 71,3 93,5 89,4 99,9 97,0
Veza 88,2 43,5 63,0 82,2 98,8 89,9
Dieta' Habas 68,1 49,3 82,3 76,4 99,3 88,0
Dieta® Yeros 73,6 47,3 72,4 75,7 98,8 87,2
Dieta® Altramuz 69,1 53,1 86,9 71,3 99,5 86,5
Dieta' Veza 69,5 46,5 66,9 69,0 98,5 83,4

"Las dietas habas, yeros, altramuz y veza, son aquellas en las que el 30% de la proteina estaba aportada
por estas leguminosas.

Cabe destacar la disparidad encontrada entre los valores obtenidos aplicando ambas
metodologias en todos los parametros, tanto para las leguminosas grano como para las
dietas experimentales. Si se comparan los valores de la digestibilidad total de la
proteina bruta, estimados mediante la técnica de Calsamiglia y Stern (1995), con los
obtenidos a partir de la técnica de McNiven et al. (2002) se obtiene una correlaciéon no
significativa (P>0,05) y una relacion relativamente débil entre ambas variables (1*:
0,214) (Figura 9). Por otro lado, si se comparan los valores de digestibilidad intestinal
de la proteina no degradada mediante ambas metodologias, considerando o no los
valores del altramuz (Figura 10), que son los que no siguen el mismo patrén que el
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resto de las leguminosas para las dos técnicas, se observa: 1) una correlacion no
significativa (P>0,05) y extremadamente débil (r*: 0,0552) teniendo en cuenta todos
los valores; 2) una correlacién significativa (P<0,05) y relativamente elevada (r*:
0,5789) entre ambas metodologias, sin tener en cuenta los valores correpondientes al
altramuz. Sin embargo, no podriamos afirmar que los valores obtenidos para la
digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en el rumen de la semilla de
altramuz fueran erréneos puesto que, como se comentara posteriormente, la
bibliografia al respecto aporta valores muy variables (55-94%) (Cros et al., 1992a;
Goelema et al., 1998; Solanas et al., 2005).
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Figura 9. Relacion lineal entre los valores de digestibilidad total de la proteina bruta
(DTPB, %) estimados mediante la técnica de Calsamiglia y Stern (1995), tras 16
horas de incubacion ruminal en caprino, y la DTPB estimada a partir de la técnica
de McNiven et al. (2002), tras incubacion en proteasa durante 24 horas.

100 <
=' &+
7 oo
=
= "
s
=l
= &= i
gz « .
- v = -1 BOB4x + 192 81
= = 05788
=
z ¥ =-0,5101x + 111,23
= F = 00552

u} 1
a0 100

DIPHDR {McHNiven et al., 2002}

Figura 10. Relacion lineal entre los valores de digestibilidad de la proteina no
degradada en el rumen (DIPNDR, %) estimados mediante la técnica de Calsamiglia
y Stern (1995), tras 16 horas de incubacion ruminal en caprino, y la DIPNDR
estimada a partir de la técnica de McNiven et al. (2002), tras incubacion en proteasa
durante 24 horas.
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Aunque la técnica in situ o de los sacos moviles (Hvelplund, 1985), que emplea
animales canulados en rumen e intestino, proporciona estimaciones de la digestibilidad
de la proteina que presentan buena correlacion con las obtenidas in vivo (Hvelplund et
al., 1994), el coste y la imprevisibilidad de los animales intervenidos quirargicamente,
asi como la salud de los mismos, han hecho que se desarrollen otros métodos
(Antoniewicz et al., 1992; Calsamiglia y Stern, 1995; McNiven et al., 2002). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que estos métodos no consideran los factores que
pueden influir sobre la tasa de degradacion de la proteina en el rumen y la digestion
intestinal, como la naturaleza del alimento o el contenido en proteina y fracciones
proteicas (Stern et al., 1994). En este estudio se han empleado la metodologia en tres
fases descrita por Calsamiglia y Stern (1995) y la técnica in vitro de McNiven et al.
(2002), que es una modificacion del procedimiento anterior. Estos autores demostraron
la buena correlacion de los resultados obtenidos mediante la aplicacion de ambas
técnicas con los derivados de la metodologia de los sacos moviles. Recientemente,
Mesgaran y Stern (2005) estimaron la digestibilidad intestinal de la proteina de varios
alimentos, mediante la técnica de los sacos moviles (Hvelplund, 1985), la metodologia
descrita por Calsamiglia y Stern (1995) y la de McNiven et al. (2002). Estos autores
observaron una gran variacion en la desaparicion de la proteina en el rumen e intestino
de los alimentos evaluados por los distintos métodos, presentando una correlacion
débil. La mejor correlacion fue la establecida entre la digestibilidad total de la proteina,
estimada mediante las técnicas de Calsamiglia y Stern (1995) y de McNiven et al.
(2002) (r*=0,66), ligeramente superior a la obtenida en este trabajo. Ademas,
observaron que los valores de digestibilidad total de la proteina, estimados mediante la
técnica de Calsamiglia y Stern (1995), fueron mayores que los obtenidos por las otras
metodologias, resultados que estan de acuerdo con los de este estudio. No obstante, el
grado de relacion entre métodos de estimacion puede variar en funcion del alimento
evaluado (Yafez Ruiz et al., 2004).

En general, se obtienen valores elevados para la digestibilidad intestinal de la
proteina no degradada en el rumen (DIPNDR), tanto de las leguminosas como de las
dietas experimentales. Sin embargo, los resultados obtenidos mediante la técnica de
Calsamiglia y Stern (1995) difieren entre leguminosas (46,2-93,5%) y entre dietas
(66,9-86,9%) mientras que los derivados de la técnica de McNiven et al. (2002) son
mas homogéneos (82,2-89.4% y 69,9-76,4% para leguminosas y dietas,
respectivamente). La digestibilidad total de la proteina bruta (DTPB) es también
elevada, presentando unos valores comprendidos entre 98,6-99,9 y 98,5-99,3 para las
leguminosas y dietas, respectivamente, obtenidas mediante la técnica de Calsamiglia y
Stern (1995) y de 89,9-97,0 para las leguminosas y de 83,4-88,0 para las dietas,
mediante la técnica de McNiven et al. (2002).

La informacion bibliografica referente a la digestibilidad de la fraccion no
degradable de las leguminosas grano es escasa y variable. Con respecto a yeros y veza,
se reduce a valores de ADIN (nitrégeno insoluble en solucion acido detergente).
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Ademas, parece que la metodologia de McNiven et al. (2002), puesto que es
relativamente reciente, no se ha aplicado a muchos alimentos siendo la mas empleada
la técnica in situ o de los sacos moviles (Hvelplund, 1985).

Aguilera et al. (1992) estimaron la digestibilidad intestinal de la proteina de habas,
yeros, altramuz y veza, a partir del contenido en nitrégeno insoluble en solucion acido
detergente (ADIN), que se asume que es una fraccion no digestible en el intestino.
Estos autores obtuvieron unos valores para ADIN (en % del nitrogeno total de las
leguminosas) de 1,32, 1,68, 1,86 y 1,09 %, para habas, yeros, altramuz y veza,
respectivamente, suponiendo una digestibilidad total de la proteina de 75,78, 57,79,
71,43, 76,71 %, para habas, yeros, altramuz y veza , respectivamente, valores
inferiores a los de este estudio. Sin embargo, algunos autores indican que el ADIN,
podria no ser completamente indigestible para determinados alimentos (Yafiez Ruiz et
al., 2004).

Cros et al. (1992b) estudiaron la digestibilidad intestinal de la proteina de las habas,
crudas o tratadas, en vacas canuladas en el rumen e intestino proximal. Estos autores
obtuvieron que la digestibilidad intestinal de la proteina no degradada en el rumen fue
de 93%, mientras que la digestibilidad total fue extremadamente elevada (99%),
resultados que se aproximan a los obtenidos en este trabajo mediante la técnica de
McNiven et al. (2002). Estos autores, realizaron un estudio similar para el altramuz
(Cros et al., 1992a) concluyendo que la digestibilidad intestinal de la proteina no
degradada en el rumen fue del 55%, mientras que la digestibilidad total fue del 98%,
valores inferiores y superiores, respectivamente, a los obtenidos en este estudio.
Ademas, Cros et al. (1992a y b) determinaron la digestibilidad intestinal de los
aminoacidos individuales, tanto para las habas como para el altramuz, observando
ciertas similitudes entre las semillas. Sin embargo, también detectaron diferencias,
sobre todo en cuanto a los aminoacidos menos digestibles, que pondrian de manifiesto
la necesidad de la estimacion de la digestibilidad intestinal de los aminoacidos
individuales para la proteina del alimento. Esta informacion, permitiria la seleccion de
proteinas de elevada digestibilidad para aquellos aminoacidos que probablemente
fueran mas limitantes para la produccién. Por ello, la caracterizacion de la
digestibilidad intestinal de los aminoéacidos de la proteina de las leguminosas
consideradas en este estudio, podria ser un objetivo futuro para completar los
alcanzados en este trabajo. Benchaar et al. (1994) también obtienen valores elevados
para la digestibilidad total de la proteina del altramuz (97,6 %) utilizando vacas en
lactacion canuladas en rumen e intestino, resultados que estan de acuerdo con los de
este estudio. Sin embargo, estos autores obtienen resultados que difieren de los de Cros
et al. (1992a) para la digestibilidad de los aminoacidos individuales, indicando la
necesidad de profundizar en este tipo de estudios.

Goelema et al. (1998) también emplearon vacas canuladas en rumen e intestino,
para la estimacion de estos parametros en guisantes, habas y altramuz, crudos o
tratados. Estos autores obtienen valores muy elevados, tanto para la digestibilidad
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intestinal de la proteina no degradada en el rumen (96,0 y 94,0 %, para habas y
altramuz, respectivamente), como para la digestibilidad total de la proteina bruta (99,1
y 98,5 %, para habas y altramuz, respectivamente). Los resultados obtenidos en este
estudio son parecidos a los estimados por Goelema et al. (1998), excepto los derivados
de la técnica de Calsamiglia y Stern (1995) para la digestibilidad intestinal de la
proteina no degradada en el rumen de las habas, que son mas bajos. Recientemente,
Solanas et al. (2005) estimaron la digestibilidad intestinal de la proteina de ciertas
leguminosas grano mediante la técnica de los sacos moéviles en vacuno. En general,
obtuvieron valores elevados, siendo para el altramuz de 82,9%, mientras que la semilla
de soja y la harina de soja presentaron valores de 66,3 y 97,2 %, respectivamente,
poniéndose de manifiesto los efectos del tratamiento con calor.

Por tanto, aunque existe variacion entre las estimaciones de la digestibilidad
intestinal de la proteina no degradada en el rumen y la digestibilidad total de la
proteina bruta, en funcion del método empleado, en general, estos parametros se
pueden considerar elevados para las leguminosas y las dietas experimentales. Esto
supondria un aspecto ventajoso de este tipo de fuentes de proteina, puesto que la
proteina que no se degrada en el rumen, altamente digestible, contribuiria al pool de
aminoacidos para la sintesis de proteina de la leche y para retencion corporal.
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4.5. INGESTA, EXCRECION FECAL Y DIGESTIBILIDAD APARENTE DE LOS
DISTINTOS NUTRIENTES Y DE LA ENERGIA. CONTENIDO EN PROTEINA Y
ENERGIA DIGESTIBLE DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

Los valores de ingesta, excrecion fecal y coeficientes de digestibilidad aparente de
los distintos nutrientes y de la energia de las dietas experimentales, asi como su
contenido en energia y proteina digestible, aparecen en la Tabla 17.

Tabla 17. Ingesta (g MS/dia), excrecion fecal (g MS/dia) y digestibilidad aparente (%) media de los

distintos nutrientes de las dietas experimentales y de la energia. Contenido en energia (MJ/kg MS) y
proteina digestible (g/kg) de las dietas.

Dietas' Significacion
Habas Yeros Altramuz Veza DER Estadistica

MS

Ingesta 1511,49 1508,60 1468,77 1512,15 134,29 NS

Excrecion fecal 391,94 411,40 373,89 408,31 57,12 NS

Digestibilidad 74,25 72,75 74,67 73,09 2,20 NS
MO

Ingesta 1417,81 1417,62 1386,70 1419,24 119,68 NS

Excrecion fecal 345,46 365,84 330,18 360,86 47,33 NS

Digestibilidad 75,79 74,20 76,28 74,64 2,07 NS
Proteina

Ingesta 269,16 263,96 258,72 264,45 25,24 NS

Excrecion fecal 58,14 60,69 58,09 60,61 9,21 NS

Digestibilidad 78,60 76,92 77,61 77,18 1,98 NS
Grasa

Ingesta 45,232 44,522 54,60" 40,76° 2,78 kk

Excrecion fecal 7,14 7,36 8,66 7,10 1,31 NS

Digestibilidad 84,35 83,49 84,20 82,68 2,29 NS
Minerales

Ingesta 93,68 90,98 82,07 92,91 18,63 NS

Excrecion fecal 46,48 45,56 43,70 47,45 10,75 NS

Digestibilidad 49,76 48,63 46,23 47,41 6,93 NS
FND

Ingesta 616,28 631,47 574,46 626,14 61,26 NS

Excrecion fecal 230,64 247,89 215,15 249,30 31,07 NS

Digestibilidad 62,70 60,75 62,65 60,25 3,42 NS
FAD

Ingesta 209,23 199,77 199,70 216,82 41,15 NS

Excrecion fecal 156,18 164,50 144,08 168,09 20,90 NS

Digestibilidad 24,64 16,69 25,63 21,74 8,98 NS
Energia

Ingesta 28,45 28,43 27,94 28,51 2,45 NS

Excrecion fecal 7,60 8,03 7,34 7,97 1,04 NS

Digestibilidad 73,46 71,76 73,82 72,11 2,20 NS
Energia Digestible 13,84 13,53 14,05 13,61 0,46 NS
Proteina Digestible 138,75 134,42 135,13 134,99 6,27 NS

Dentro de una misma fila los valores medios afectados por letras diferentes resultan estadisticamente
distintos (P<0,05). ' Dietas habas, yeros, altramuz y veza, en las que el 30% de la proteina esta
aportada por cada una de estas leguminosas. DER: Desviacion Estdndar Residual; NS: No
significativo; ***: P<0,001.
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Para la valoracion del aprovechamiento digestivo de un alimento es esencial
estimar la digestibilidad aparente de los distintos nutrientes y de la energia; esto
implica la determinacién tanto de la ingesta de esos parametros como de su excrecion
fecal. En la Tabla 17, se observa que, partiendo del suministro de 1kg de concentrado y
lkg de forraje, por animal y dia, el valor medio de la ingesta de materia seca es
elevado (1,5 kg/ dia), lo que refleja la aceptabilidad de las distintas dietas por los
animales. Esto puede explicarse en base a diversos hechos: 1) en el rumiante, existe
una relacion positiva entre la ingesta y la velocidad de digestion y digestibilidad del
alimento (McDonald et al., 1995). Por tanto, los valores elevados tanto de los
coeficientes de digestibilidad de los distintos nutrientes como de la velocidad de
degradacion en el rumen, estimada para la materia seca y la proteina de las dietas
experimentales (apartado 4.2), supondrian ingestas elevadas; 2) los nutrientes
requeridos para una Optima actividad microbiana en el rumen (proteina) generalmente
estimulan la ingestion de alimento, mientras que los nutrientes que alteran la
funcionalidad del rumen (lipidos) la reducen (Faverdin, 1999). La seleccion del
alimento por los rumiantes parece que se basa, principalmente, en la cantidad de
proteina bruta que dicho alimento contiene, mostrando, generalmente, preferencia por
dietas ricas en nitrogeno degradable de alta calidad (Faverdin, 1999), caracteristicas
que cumplen las cuatro dietas experimentales consideradas en este estudio. De acuerdo
con estas observaciones Brun-Bellut et al. (1990) concluyeron que con el mismo
contenido en proteina, menor cantidad de proteina degradable producia una marcada
disminucién de la ingesta en cabras.

La ingesta de nutrientes y energia asi como la excrecion fecal y las digestibilidades
se mostraron similares (P>0,05), excepto para la grasa. La ingesta de grasa con la dieta
que incluia altramuz (54,60 g MS/dia), resultaba mas elevada y diferente
estadisticamente (P<0,05) de la de las otras dietas experimentales. Las ingestas de
grasa para las dietas que incluian habas y yeros (45,23 y 44,52 g MS/dia,
respectivamente) eran similares (P >0,05) pero mas elevadas que la correspondiente a
la de la dieta que contenia veza (40,76 g MS/dia). Las excretas fecales de grasa no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05), aunque se detect6é una
tendencia (P= 0,08) para la cual la excrecion de grasa de los animales alimentados con
la dieta que incluia altramuz resultaba mas alta. En funcioén de las correspondientes
ingestas y excreciones fecales de grasa, los coeficientes de digestibilidad no resultaron
diferentes (P>0,05) entre dietas. Ademas, cabe destacar que aunque los contenidos en
energia digestible de las distintas dietas no eran estadisticamente diferentes (P>0,05),
se detectaba una tendencia (P=0,13) de la dieta que incluia altramuz a presentar el
valor mas elevado con respecto a las dietas que incluian veza y yeros.

Aunque como ya se ha comentado, las ingestas de las dietas experimentales no son
estadisticamente diferentes, se observa que la dieta que incluia altramuz presentaba una
ingesta de materia seca, y en general de todos los nutrientes excepto de la grasa,
ligeramente inferior a la de las otras dietas. Robinson y McNiven (1993), también
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observaron una ingesta mas baja, en vacas en lactacion alimentadas con dietas
suplementadas con altramuz, frente a aquellas alimentadas con harina de soja. Estos
autores atribuyeron este hecho al potencial efecto negativo de la grasa de la dieta sobre
la fermentacion ruminal y, por tanto, sobre la ingesta de alimento. Esta explicacion
podria aplicarse a este estudio, puesto que la dieta que incluia altramuz presentaba un
nivel de grasa superior al de las otras tres dietas. Ademas, Robinson y McNiven (1993)
sugieren que la menor ingesta de la dieta suplementada con altramuz podria asociarse a
las caracteristicas de la FND que presenta la semilla de altramuz. La FND se encuentra
mayoritariamente en la cascarilla y es lentamente degradada en el rumen, aumentando
el volumen ruminal; por otro lado, la cascarilla de la semilla tiende a hincharse,
ocupando mas espacio a medida que se va humedeciendo. Por tanto, el mayor
contenido de grasa y el mayor volumen ruminal, podrian influir en la ingesta de la
dieta que incluia altramuz, aun cuando en este estudio la diferencia en el nivel de
ingesta de esta dieta con respecto a las otras tres, es minima y no significativa.

Aunque no se observaron diferencias significativas entre dietas con respecto a la
digestibilidad de la fibra, otros autores (Kadzere y Jingura, 1993) encuentran valores
inferiores con el aumento del contenido en grasa de la dieta. Estos autores emplearon
cuatro dietas, elaboradas en base a semillas de soja, que presentaban unos porcentajes
de grasa de 2,7, 3,1, 44 y 5,2%. Kadzere y Jingura (1993) observaron que la
digestibilidad de la fibra bruta fue menor, y estadisticamente significativa, para las
cabras alimentadas con las dietas que contenian 4,4 y 5,2% de grasa que para aquellos
animales que consumieron las dietas cuyo contenido en grasa era de 2,7 y 3,1%. En
dietas de rumiantes, una cantidad de grasa elevada, se asocia con propiedades
microbicidas en el reticulo-rumen, particularmente con la presencia de acidos grasos
insaturados de cadena larga. Sin embargo, en este estudio tanto la ingesta como la
excrecion fecal de la fibra, fueron menores para la dieta que incluia altramuz que para
el resto de las dietas, de modo que el coeficiente de digestibilidad de la fibra resultd
similar a los de las dietas que incluian habas, yeros y veza.

Diferentes autores sefialan la alta digestibilidad que presentan las leguminosas
grano en rumiantes (Varela et al., 1961; Hadjipanayiotou et al., 1985; Boza, 1991;
Abreu y Bruno-Soares, 1998). Hadjipanayiotou et al. (1985) calcularon Ia
digestibilidad aparente de varias leguminosas grano mediante la diferencia entre la
digestibilidad de una dieta base y la de la misma dieta a la que se anadia el ingrediente
adicional (leguminosa), aproximadamente en la misma cantidad que en el presente
estudio. Obtuvieron valores de digestibilidad para la materia seca, la materia organica
y la proteina de las leguminosas individuales de 82-89, 84-91 y 82-86%,
respectivamente. Con respecto a las dietas completas las digestibilidades de la materia
seca, materia organica y proteina presentaron valores medios de 79, 82 y 78%,
respectivamente, resultando los obtenidos en este estudio, ligeramente menores. Los
resultados de este trabajo, estdin de acuerdo con las observaciones expuestas
anteriormente, reflejando la elevada digestibilidad de las dietas elaboradas en base a
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leguminosas grano. Por otro lado y puesto que la digestibilidad de los alimentos esta
estrechamente relacionada con la composicion quimica de los mismos (Bondi, 1989),
se puede deducir que los coeficientes de digestibilidad de los distintos nutrientes son
similares para las distintas dietas experimentales, debido a que la composicidon quimica
de estas resulta similar, siendo isoenergéticas e isonitrogenadas, como se indicaba en el
apartado 4.1 de esta memoria.

4.6 UTILIZACION METABOLICA DEL NITROGENO PARA LA PRODUCCION
DE LECHE.

En la Tabla 18 se presentan los valores de la ingesta (NI), excrecion fecal (NH) y
urinaria (NO), y cantidades derivadas a leche (NL) del nitrégeno, asi como el
nitrogeno digestible (NI-NH), el balance de nitrogeno (BN = ND-NO) y el nitrégeno
retenido (NR = BN-NL), expresados como g/kg”’°dia, para las distintas dietas
experimentales. Las cantidades de nitrogeno disponible para la produccion de leche
(NP), se calcularon como la diferencia entre el nitrégeno ingerido y el necesario para
mantenimiento en la raza granadina en lactacion (0,478 g/kg “"’dia), de acuerdo con
Aguilera et al. (1990). También se han calculado las relaciones entre algunos de estos
parametros, con el fin de deducir, la utilizacion de las distintas fracciones de nitrégeno,
segun la dieta consumida.
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Tabla 18. Valores de ingesta y balance de nitrogeno (g/kg *’°dia). Relaciones indicativas de su

utilizacion.
Dietas® Significacion
Habas Yeros Altramuz Veza DER Estadistica

NI 2,640 2,580 2,525 2,573 0,314 NS
NH 0,571 0,593 0,568 0,591 0,106 NS
NO 0,997 1,090 1,042 1,063 0,173 NS
ND 2,069 1,987 1,957 1,983 0,225 NS
BN 1,072 0,897 0,916 0,920 0,172 NS
NL 0,509 0,507 0,486 0,486 0,086 NS
NR 0,563% 0,389" 0,43%° 0,434%° 0,132 *
NP 2,162 2,102 2,047 2,095 0,314 NS
NH/NI 0,214 0,231 0,224 0,228 0,020 NS
NO/NI 0,381 0,422 0,412 0,413 0,054 NS
NB/NI 0,406% 0,347° 0,364%° 0,359*° 0,045 *
NL/NI 0,193 0,197 0,192 0,190 0,022 NS
NR/NI 0,213% 0,150° 0,172%° 0,169*° 0,045 *
ND/NI 0,786 0,769 0,776 0,772 0,020 NS
NO/ND 0,484 0,547 0,531 0,535 0,063 NS
BN/ND 0,516 0,453 0,469 0,466 0,063 NS
NL/ND 0,246 0,257 0,248 0,246 0,032 NS
NR/ND 0,271 0,196° 0,221 0,219*° 0,058 *
NL/BN 0,478% 0,570° 0,533%° 0,530*° 0,073 *
NR/BN 0,522° 0,430° 0,467%° 0,470*° 0,073 *
NL/NP 0,236 0,243 0,238 0,234 0,028 NS
(NH+NO)/NL 3,148 3,375 3,412 3,454 0,509 NS

" Dietas habas, yeros, altramuz y veza, en las que el 30% de la proteina est4 aportada por cada una de
estas leguminosas. DER: Desviacion Estandar Residual; NS: No Significativo.*: P<0,05. Dentro de una
misma fila, los valores medios afectados por letras diferentes resultan estadisticamente distintos
(P<0,05).

Los valores medios de NR, asi como de las relaciones establecidas entre BN/NI,
NR/NI, NR/ND y NR/BN, para la dieta que incluia habas (0,563 g/kg0’75dia, 0,213,
0,271, 0,522, respectivamente) resultaron estadisticamente superiores (P<0,05) a los
correspondientes a la dieta que incluia yeros (0,389 g/kg0’75dia, 0,150, 0,196, 0,430,
respectivamente). Igualmente, se detectaba una tendencia (P=0,18) a la que el balance
de nitrogeno de la dieta que incluia habas (1,072 g/kg™'*dia) resultaba mayor que el de
la que contenia yeros (0,897 g/kg®°dia). Por el contrario, la relacion NL/BN
correspondiente a la dieta que presentaba yeros (0,570), resultaba estadisticamente
(P<0,05) mas elevada que la de la dieta con habas (0,478), mostrandose la distinta
particion del nitrogeno metabolizable hacia la retencion corporal o la excrecién en
leche, seglin la dieta consumida. En la Figura 11 se representan las relaciones entre
BN/NI asi como las relaciones NL/BN y NR/BN para las cuatro dietas experimentales,
que ponen de manifiesto lo anteriormente citado.
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Figura 11. Relaciones establecidas entre el balance de nitrégeno respecto al
ingerido (BN/NI) y el nitrogeno derivado a leche respecto al balance de
nitrogeno (NL/BN) y el nitréogeno retenido con respecto al balance de nitrogeno
(NR/BN), para las dietas que incluian habas, altramuz, yeros y veza.

La informacion disponible con respecto a la utilizacion de las leguminosas
consideradas en este estudio es bastante escasa y, ademds, muy pocos estudios
analizan la utilizacion del nitrégeno ingerido. Masson et al. (1981a, b) emplearon
dietas isoenergéticas e isonitrogenadas, en cabras en lactacion de raza alpina, que
incluian en su composicion diferentes leguminosas (habas, guisantes y altramuz) como
sustitutos de la soja. Estos autores obtuvieron, una ingesta, produccion de leche y
contenido en proteina de la misma, similar para las distintas dietas, al igual que los
resultados de este estudio. Esto indicaria que tanto el nitrégeno ingerido como el
derivado a leche, no eran diferentes, segun el tipo de leguminosa utilizada, lo que
coincide con los resultados de este trabajo. En cabras de raza granadina, Sanz
Sampelayo et al. (1998) utilizaron una dieta que incluia habas, como fuente principal
de proteina, obteniendo unas relaciones entre el nitrégeno derivado a leche con
respecto al ingerido y el nitrogeno derivado a leche con respecto al disponible para la
produccion, ligeramente mas bajas (0,159 y 0,201 respectivamente) que las obtenidas
en este estudio (0,193 y 0,236, para NL/NI y NL/NP, respectivamente).

Lindberg y Gonda (1996) establecen que las pérdidas del nitrégeno ingerido en la
cabra en lactacion son del orden del 43%, 29% y 24% de la pérdida total, para la
excrecion por orina, heces y leche, respectivamente. Para las pérdidas indicadas,
excrecion por orina, heces y leche, se obtuvieron los siguientes valores: 48,0, 27,5 y
24,5%, respectivamente para la dieta que incluia habas; 49,8, 27,1, y 23,2%,
respectivamente para la dieta que incluia yeros; 49,7, 27,6 y 22,7%, respectivamente
para la dieta con altramuz y 49,7, 27,6 y 22,7%, respectivamente, para la dieta que
contenia veza. Los resultados de este estudio son similares a los indicados por
Lindberg y Gonda (1996), excepto para la pérdidas de nitrogeno a través de la orina
que resultaron ligeramente mas altas, lo que se deberia a la elevada degradabilidad en
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el rumen (Schmidely et al., 1999; Reynal y Broderick, 2005) de las distintas
leguminosas.

Como se indico en el apartado 4.2 de esta memoria, dada la elevada degradabilidad
de las leguminosas grano su valor proteico podria relacionarse con la sintesis de
proteina microbiana (Guedes y Dias da Silva, 1996; Gonzalez y Andrés, 2003). Para
optimizar el proceso de sintesis de proteina microbiana, debe existir una relacion
adecuada entre proteina y carbohidratos y una sincronizacion de su degradacion. En
este aspecto, Schmidely et al. (1999) utilizaron una dieta que incluia en su
composicion, ademas de almidén, una fuente proteica rapidamente degradable, que
determinaba una buena sincronizacion en la degradacion ruminal de ambos
constituyentes, frente a otra compuesta por una fibra altamente digestible y una fuente
de proteina lentamente degradable, con una menor sincronizaciéon en cuanto a su
degradacion. Estos autores analizaron la utilizacion del nitrégeno para ambos tipos de
dietas obteniendo, para la que aportaba la proteina rapidamente degradable, una mayor
pérdida de nitrégeno por orina y, en consecuencia un balance mdas bajo. Las
caracteristicas de la dieta rapidamente degradable empleada por Schmidely et al.
(1999) podrian considerarse proximas a las que presentan las dietas que se emplearon
en este estudio, de modo que puede realizarse una comparacion. En este trabajo se
establecen unos balances de nitrogeno en relacion con el ingerido similares a los que
obtiene Schmidely et al. (1999) resultando, por el contrario, la particion del nitrégeno
metabolizable hacia la excrecion en leche o hacia la retencion corporal, inferior y
superior, respectivamente a lo obtenido por Schmidely et al. (1999).

De acuerdo con estos resultados, podemos asumir que, en cuanto a la utilizacion
del nitrogeno, las dietas empleadas en este estudio se comportaron de una manera que
corresponde con la de las fuentes proteicas incluidas, pareciendo existir una
sincronizacion entre la degradabilidad ruminal de sus carbohidratos y proteinas. Como
se ha comentado, las leguminosas grano presentan una elevada degradabilidad, tanto
para la proteina como para los carbohidratos (Yu et al., 2002), lo que dependiendo del
resto de componentes de la dieta, puede dar lugar a un exceso de produccion de
amonio en el rumen, perdiéndose el nitrogeno a través de la orina. Puesto que en este
estudio se observa que tanto las leguminosas como las dietas experimentales presentan
elevada degradabilidad, podrian producirse perdidas de nitrégeno a través de la orina
relativamente elevadas debido a un aporte de proteina degradable por encima de los
requerimientos del animal. Estudios de Mishra y Rai (1996a, b) en los que emplearon
dietas con diferentes cantidades de proteina degradable y no degradable en cabras en
lactacion, concluyeron que la mejor utilizacion del alimento para la produccion de
leche se obtenia cuando se aportaban las mayores cantidades de proteina no
degradable. Por lo tanto, se deduce como via de posible mejora en la composicion de
las dietas empleadas, la suplementacion con una fuente proteica menos degradable o el
tratamiento conveniente de las semillas con el fin de conseguir una menor
degradabilidad de la proteina. Independientemente de ello, la relacion entre proteina
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no degradable y degradable a nivel del rumen para las distintas leguminosas y dietas
exsperimentales, seria mas elevada teniendo en cuenta la correccion para la pérdida de
particulas.

Finalmente, se puede decir que el comportamiento de las dietas resultd diferente.
La dieta que incluia habas alcanzaba, como consecuencia de una mayor ingesta y
menor excrecion por orina, un balance de nitrogeno que tendia a ser mas elevado,
sobre todo en comparacion con el obtenido con la dieta que contenia yeros. De
acuerdo con esto, la relacion entre el balance de nitrogeno y el nitrégeno ingerido, la
denominada “utilizacion neta de la proteina”, se detectaba estadisticamente mas alta
para la dieta con habas frente a la que incluia yeros, indicativo de la mejor calidad
bioldgica de esa proteina. Sin embargo se deducia que la cantidad de nitrogeno
metabolizable que derivaba a leche resulté menor para la dieta que incluia yeros frente
a la de habas, mientras que la cantidad de nitrogeno metabolizable que se destinaba a
la retencion corporal fue mayor para la dieta que incluia yeros que para la que contenia
habas. Por tanto, el mayor balance de nitrogeno obtenido con el consumo de la dieta
que contenia habas no determinaba una mayor cantidad de nitrégeno en leche, sino
que era destinado, en mayor medida, hacia la retencion corporal.

Estos resultados parecen indicar que el patrén de composicion de una proteina que
determina su calidad con vistas a la retencién corporal, puede ser diferente del que
presentaria para la produccion de leche. Bequette et al. (1997) emplearon una mezcla
de 13 aminoacidos marcados para estudiar el flujo de aminoéacidos plasmaticos y la
particion de estos hacia la glandula mamaria en cabras en lactacion. Como promedio,
el 25% del flujo plasmatico de aminoacidos fue dirigido hacia la glandula mamaria en
diferentes cantidades: menos del 20% de His, Ser, Fen y Ala; de 20 a 30% de Arg, Tre,
Tir y Leu; entre 30 y 40% de Pro, Ile, Lis y Val, poniéndose de manifiesto la particular
particiéon de aminodcidos hacia la sintesis de proteina en la glandula mamaria. Por
tanto, puede que la proteina disponible a nivel metabolico de la dieta que contenia
habas, resultara deficiente en algun aminoacido para la produccion de leche y no para
la retencién corporal, o que la de la dieta que incluia yeros, presentara una calidad
superior con vistas a la producciéon de leche. En este estudio no se obtuvo la
composicion en aminoacidos de las dietas experimentales si no de las leguminosas que
se incluian, antes y después de su incubaciéon en el rumen. Si comparamos esta
composicion (Tabla 12), observamos que respecto al perfil aminoacidico de la materia
original, las unicas diferencias que caben destacar son las referentes al porcentaje de
metionina y cisteina, que son mayores en las habas que en los yeros. La fraccion
proteica no degradable, que aunque era pequefia pudo suplementar, a nivel intestinal, a
la proteina microbiana presentaba una composicion para los yeros mas alta en lisina,
treonina, fenilalanina y metionina, que la de las habas, aminoéacidos considerados
limitantes para la produccion de leche (Murphy y O’Mara, 1993). Sin embargo, como
se expuso en el apartado 4.3, se producen cambios en la composicién de aminoacidos a
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nivel de intestino e higado que afectarian a la disponibilidad de los aminoacidos para la
sintesis de proteina en la glandula mamaria.

4.7. UTILIZACION METABOLICA DE LA ENERGIA PARA LA PRODUCCION
DE LECHE

En la Tabla 19 se presentan los valores de la ingesta (IE), excrecion por heces
(EH), orina (EO) y metano (ECH4) y cantidades derivadas a leche (EL) de la energia,
asi como la energia digestible (ED = EB-EH) y energia metabolizable (EM = ED-
(EO+ECHS,)), expresadas como kJ/kg™" dia, para las distintas dietas experimentales.
Las cantidades de energia disponible para la produccion de leche (EP) se calcularon
como la diferencia entre la ingesta de energia metabolizable y la necesaria para
mantenimiento para la raza granadina en lactaciéon (401 kJ/kg™" dia), de acuerdo con
Aguilera et al. (1990). La pérdida energética, a través de la excrecidon por metano, se
calculd a partir de las ecuaciones obtenidas por Aguilera y Prieto (1991) y Aguilera
(2001) para la cabra granadina en lactacion (10,32 KJ/ 100KJ de la energia digestible
ingerida). También se han calculado las relaciones entre algunos de estos pardmetros,
con el fin de deducir la utilizacion de la energia en funcion de la dieta consumida. No
se observaron diferencias significativas (P>0,05) entre los pardmetros anteriormente
descritos para las distintas dietas experimentales.

Tabla 19. Valores de ingesta y balance de energia (kJ/kg®75.dia). Relaciones indicativas de su
utilizacion.

Dietas' Significacion

Habas Yeros Altramuz Veza DER Estadistica
IE 1745,42 1736,83 1705,18 1733,46 205,90 NS
EH 466,41 491,16 449,17 485,41 80,51 NS
EO 59,65 66,02 64,42 65,34 12,48 NS
ED 1279,01 1245,67 1256,01 1248,06 136,82 NS
ECH, 131,99 128,55 129,62 128,80 14,12 NS
EM 1087,37 1051,10 1061,97 1053,91 115,9 NS
EL 339,35 345,55 340,34 331,43 64,96 NS
EP 686,37 650,10 660,97 652,91 115,9 NS
EL/ED 0,265 0,277 0,271 0,265 0,043 NS
EL/EM 0,312 0,328 0,321 0,313 0,05 NS
EM/EB 0,624 0,606 0,625 0,609 0,021 NS
EL/EP 0,499 0,536 0,522 0,512 0,089 NS

" Dietas habas, yeros, altramuz y veza, en las que el 30% de la proteina esta aportada por cada una de
estas leguminosas. DER: Desviacion Estandar Residual; NS: No significativo.

La energia digestible ingerida estd estrechamente correlacionada con el consumo
de materia seca o de materia organica digestibles, prefiriéndose esta ultima, puesto que
de la primera forman parte minerales de nulo valor energético para el animal (Aguilera,
2001). Como se comento en el apartado 4.5, la digestibilidad de la materia orgénica fue
similar para todas las dietas experimentales, resultando, por tanto, la energia digestible
también similar para las distintas dietas (1248-1279 kJ/kg®"".dia). Por otro lado, y
puesto que la energia de la orina corresponde esencialmente a la de los compuestos
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nitrogenados de la misma, se puede deducir que las pérdidas de nitrégeno a través de la
orina, que fueron similares para las distintas dietas, dan lugar a pérdidas de energia a
por medio de la orina que también son similares (59,65-66,02 kJ/kg"’".dia). Para
expresar el valor nutritivo de un alimento en energia metabolizable en el rumiante, es
necesario estimar las pérdidas energéticas derivadas de la formacion de metano como
resultado de la fermentacion microbiana ruminal. La cuantificacion del metano
producido, podria estimarse a partir de la naturaleza de la dieta y de su ingesta.
Algunos autores han demostrado la existencia de esta relacion en distintos rumiantes
(Blaxter y Clapperton, 1965; Neergaard, 1973; Moe y Tyrrel, 1979). Aguilera y Prieto
(1991) relacionaron, mediante regresion lineal, la produccion de metano con
parametros de composicion nutritiva de la dieta consumida para cabras de raza
granadina en lactacion. De la revision posterior de estas ecuaciones (Aguilera et al.,
2001) obtuvieron que la produccion de metano alcanza 6,66 KJ/100 KJ de energia
bruta ingerida (IEB) o 10,32 KJ/ 100KJ de energia digestible ingerida (IED); esta
ultima expresion es la que se ha empleado en este trabajo para el calculo de las
pérdidas energéticas como metano y, posteriormente, de la energia metabolizable. La
eficiencia de utilizacion de la energia metabolizable, tanto para mantenimiento y
crecimiento como para secrecion de leche y su composicion y formacion de proteina y
grasa tisular, esta determinada fundamentalmente por la naturaleza de la mezcla de los
productos de la digestion que son absorbidos en el tracto digestivo. La determinacion
de la eficiencia con la que se utiliza la energia metabolizable para la produccion de
leche presenta dificultades, puesto que pueden darse procesos de deposicion de grasa
corporal o de movilizacidén de reservas para atender a la lactacion, cuyas eficiencias
difieren de la que corresponde a la produccion lactea. Aguilera (2001) obtiene que la
eficiencia de utilizacion de la energia metabolizable para la lactacion, cuando no existe
deposicion ni movilizacion de las reservas corporales, es de 66,7%. Si, ademas, se
considera la deposicion energética tisular concominante la eficiencia de uso de la
energia metabolizable para la lactacion es muy semejante, 65,7%.

Como se coment6 en el apartado anterior, la informacion disponible con respecto a
la utilizacion de las leguminosas consideradas en este estudio es bastante escasa, y
ademas muy pocos estudios analizan la utilizacion de la energia ingerida. En cabras de
raza granadina, Sanz Sampelayo et al. (1998) utilizaron una dieta que incluia habas,
como fuente principal de proteina, obteniendo unas relaciones entre la energia
derivada a leche y la ingesta de energia metabolizable y, entre la energia derivada a
leche y la disponible para la produccion (0,304 y 0,582, respectivamente) proximas a
las obtenidas en este estudio (0,312 y 0,499, para EL/EM y EL/EP, respectivamente).

Con respecto a la ingesta energética en la cabra, Morand-Fehr et al. (1991) exponen
que en razas lecheras un aporte energético elevado es esencial para obtener un
contenido adecuado de proteina bruta y proteina coagulable en la leche. En el presente
trabajo, podriamos considerar un aporte energético adecuado, de modo que se produce
una cantidad de proteina en leche también adecuada, como se expone en el apartado
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4.8. Ademds, dado que el aporte energético fue similar para las distintas dietas
experimentales, la composicion de la leche resultaba también similar. Estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos por Sanz Sampelayo et al. (2004), que aportando
cantidades distintas de grasa protegida no observaron cambios en la producciéon de
leche, proteina y grasa de la misma. Dichos autores, atribuyeron este efecto a la
similitud de ingestas energéticas para las distintas dietas, dado que este es el factor
principal que determina el contenido de proteina y grasa de la leche (Giger et al., 1987;
Sanz Sampelayo et al., 1998). Ademas, los resultados comentados anteriormente
también pueden reflejarse en las relaciones establecidas entre EL/ED, EL/EM, EL/EP,
EL/EB.

Como se expone en el apartado anterior, una posible via de mejora de la calidad de
estas dietas, seria una reduccién de la degradabilidad de la proteina, que resultaria en
una mayor eficiencia de utilizacion del nitrégeno para la produccion de leche,
contribuyendo, al mismo tiempo, a una mayor eficiencia de utilizacién de la energia.

4.8. PRODUCCION Y COMPOSICION DE LA LECHE

4.8.1. Produccion de leche y de sus componentes principales.

En la Tabla 20 se presenta la produccion (g/dia) y la composicion (g/kg) de la leche
obtenida en los ensayos, asi como los rendimientos (g/dia) de sus principales
componentes. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas para
ninguno de los pardmetros anteriormente citados. Los valores obtenidos resultaron
muy similares entre dietas, representando cantidades indicativas de una buena
produccidon y composicion (Analla et al., 1996). En este sentido, cabria destacar que
algunos autores (Badamana y Sutton, 1992) indican que cuando la cabra se encuentra
bajo las condiciones de manejo intensivo que conlleva un ensayo de balance, la
produccion y composicion de la leche es peor que cuando se encuentra bajo
condiciones normales de explotacion, aspecto que no se refleja en este estudio.
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Tabla 20. Produccion y composicion de la leche procedente de cabras que consumian dietas que incluian
cuatro leguminosas distintas.

Dietas® Significacion

Habas Yeros Altramuz Veza DER Estadistica
Produccion (g/dia) 1647,9 1666,1 1632,9 1628,6 294,8 NS

o/ kg de leche
MS 135,2 136,9 137,2 135,5 5,55 NS
Proteina 32,4 32,0 31,2 31,6 1,89 NS
Caseina 27,3 26,7 26,0 26,4 2,17 NS
Grasa 52,5 52,0 54,7 52,5 4,86 NS
Minerales 8,0 8,0 7,9 7,8 0,34 NS
Lactosa 42,3 45,0 435 43,6 2,4 NS
Energia 3,4 3,4 3,4 3,4 0,17 NS
g/ dia

MS 221,6 226,8 222,4 218,9 36,98 NS
Proteina 52,9 53,0 50,6 51,0 7,91 NS
Caseina 44,4 44,1 42,3 42,4 5,84 NS
Grasa 86,0 86,2 87,6 84,7 17,64 NS
Minerales 13,2 13,2 12,9 12,7 2,25 NS
Lactosa 69,5 74,4 71,2 70,5 10,94 NS
Energia 5,53 5,66 5,57 5,45 0,98 NS

'Dietas: habas, yeros, altramuz y veza, en las que el 30% de la proteina etsa aportada por cada una de
estas leguminosas. DER: desviacion estandar residual. N'S: no significativo.

Ademas de los valores presentados, se pueden calcular, como indicativos de la
produccion de leche, las relaciones entre la ingesta de materia seca y la produccion
correspondiente (kg MS ingerida/kg leche producida). Estos valores son de 0,917,
0,905, 0,899 y 0,928, para las dietas que incluian habas, yeros, altramuz y veza,
respectivamente. Ademas de mostrarse muy similares, indicaban una buena utilizacion
del alimento para la produccion de leche. Respecto a la utilizacion de la proteina
ingerida para la produccion de proteina lactea, como se discuti6 en el capitulo
correspondiente, las relaciones entre el nitrogeno ingerido y el nitrogeno derivado a
leche, resultaban practicamente idénticas para las distintas dietas experimentales.

Puesto que actualmente el destino preferente de la leche de cabra es la fabricacion
de queso, se pueden destacar tres datos referentes a la composicion. En primer lugar, la
cantidad de proteina de la leche, que presenta en todos los casos valores superiores a
30 g/kg de leche; en segundo lugar, la fraccion que representa la caseina del total de la
proteina, fraccion coagulable y principal factor determinante del rendimiento quesero
(Morand-Ferh et al., 1991; Remeuf et al., 1991), que era superior al 83% para todos los
casos; en tercer lugar, la cantidad de grasa, con valores de entre 52,5 y 54,7 g/kg de
leche, que ademas de determinar, a un nivel inferior al de la proteina, el rendimiento
quesero (Morand-Ferh et al., 1991; Remeuf et al., 1991) determina la cremosidad y el
sabor del producto (Morand-Ferh et al., 2000).

Morand Fehr et al. (1991), en una revision al respecto, exponen que generalmente,
con dietas isoenergéticas e isonitrogenadas, tanto el contenido de proteina y caseina
como el de grasa de la leche de cabra, no parecen ser especialmente sensibles a
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cambios en la fuente proteica de la dieta. Salhu et al. (1993) no observaron ningun
efecto sobre la produccion de leche de cabras alimentadas con dietas que presentaban
distinta cantidad y degradabilidad de la proteina, asumiendo que esta falta de respuesta
podria deberse a una ingesta elevada. Sin embargo, Sanz Sampelayo et al. (1999)
evaluaron la produccién y composicion de la leche, en funcion de cuatro fuentes
proteicas distintas, teniendo también en cuenta parametros que describen la naturaleza
de la proteina, como son las caracteristicas de su degradacion en el rumen y la
composicion aminoacidica de la fraccion no degradable. Estos autores, concluyeron
que en dietas isoenergéticas e isonitrogenadas, la naturaleza de la fuente proteica puede
influir en la cantidad y composicion de la proteina de la leche producida, encontrando
una estrecha relacion entre la fraccion de la proteina rapidamente degradable en el
rumen y la produccion de proteina en la leche. Fernandez et al. (2004), realizaron un
estudio similar al del presente trabajo, empleando raciones completas isoenergéticas e
isoproteicas en cabras Murciano-Granadinas para la evaluacion de harina de girasol
frente a harina de soja, no encontrando diferencias significativas en cuanto a ingesta,
produccion y composicion quimica de la leche producida. Estos autores concluyeron
que el uso de una u otra fuente proteica no afect6 al desarrollo de los animales durante
la lactacion, debido a que las dietas estuvieron bien balanceadas en nutrientes.

Aun cuando los estudios sobre las caracteristicas de degradacién y valor nutritivo
de las leguminosas son relativamente abundantes, la bibliografia disponible acerca del
efecto de la inclusion de leguminosas grano en dietas de rumiantes en lactacion, sobre
todo en cabras, es muy escasa. Existen numerosos estudios acerca del efecto de la
inclusion de altramuz sobre la produccion y composicion de la leche de vaca
(Guillaume et al, 1987; May et al., 1991; Robinson y McNiven, 1993; Singh et al.,
1995, Bayourthe et al., 1998, Froidmont y Bartiaux-Thill, 2004). En estos estudios se
emplea siempre harina de soja como fuente de proteina control, obteniéndose
resultados muy diversos, dado que consideran distintos niveles de leguminosa en el
concentrado, distinta relacion forraje:concentrado, emplean semilla completa o molida,
cruda o tratada. No obstante, los resultados sugieren que la sustitucion de harina de
soja por altramuz crudo o molido, resultaria en una produccion de leche igual o
ligeramente inferior a la promovida con harina de soja.

Guillaume et al. (1987), observaron el efecto de la inclusion de altramuz molido
frente a soja en dietas isonitrogenadas en vacas en lactacion. Aquellos animales
alimentados con altramuz, consumian menos materia seca y producian menos leche,
con menor porcentaje de proteina, que las vacas suplementadas con harina de soja. Sin
embargo, estudios posteriores de May et al. (1993) demostraron que vacas alimentadas
con altramuz, con una tasa de inclusion en la dieta del 75% de la proteina, en
comparacion con aquellas cuya dieta incluia harina de soja, presentaban ingestas de
materia seca similares y cantidades iguales de leche producida y de proteina de la
leche. Robinson y McNiven (1993) estudiaron la suplementacioén con altramuz molido
groseramente, crudo y tratado, frente a la suplementacion con harina de soja.
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Observaron que, pese a una menor ingesta de materia seca en las vacas alimentadas
con ambos tipos de altramuz, la produccion de leche y sus componentes fueron
similares para las tres fuentes proteicas, aunque la cantidad de proteina en la leche, en
el caso de la suplementacion con altramuz, fue menor. Singh et al. (1995), también
observaron que la ingesta de materia seca en vacas alimentadas con altramuz crudo o
tratado, resultaba menor que en las alimentadas con harina de soja, no obteniéndose,
en este caso, diferencias en la produccion de leche. Sin embargo, aquellos animales
alimentados con altramuz tratado incrementaron su produccion de leche, asi como la
cantidad de grasa, proteina y lactosa de la misma. Con respecto al empleo del altramuz
en ovejas en lactacion, Masucci et al. (2006) estudiaron el efecto de la sustitucion, en
dietas isonitrogenadas, de harina de soja por altramuz. Esta sustitucion no dio lugar a
diferencias significativas en cuanto a ingesta de materia seca, produccion y
caracteristicas de la leche. No obstante, aunque no existieron diferencias, el porcentaje
de grasa y proteina de la leche procedente de animales alimentados con altramuz fue
ligeramente menor, indicando que estos resultados podrian deberse a la mayor
degradabilidad del altramuz frente a la harina de soja.

En relacion a la alimentacion de las cabras, Varela et al. (1959), ensayaron
comparativamente dos leguminosas, habas y veza, en cabras de raza granadina,
observando que el empleo de estas leguminosas, no provocaba modificaciones de la
cantidad de leche producida, ni del porcentaje de grasa, concluyendo que ambos
alimentos eran adecuados para la produccion. Masson (1981a,b) estudi6 la inclusion de
habas, guisantes y altramuz en cabras de raza Alpina, como sustitutos de la soja. Estos
autores, obtuvieron una ingesta de materia seca y una produccion de leche similar,
concluyendo que la composicion de la leche resulté poco afectada por la naturaleza de
la fuente proteica incluida en la dieta. Sanz Sampelayo et al. (1999) estudiaron el
empleo de las habas como fuente de proteina en dietas para cabras en lactacion,
obteniendo una leche cuya composicion era similar a la obtenida en este estudio con la
dieta que incluia habas.

En el presente trabajo, tanto la ingesta como los pardmetros de degradacion de la
proteina en el rumen no difieren en gran medida entre leguminosas ni entre las dietas
experimentales. De acuerdo con lo comentado anteriormente, estos aspectos indicarian
que el empleo de distintas leguminosas grano como fuentes proteicas, de calidad y
naturaleza similar, en dietas isoenergéticas e isonitrogenadas, no daria lugar a
diferencias en la cantidad y calidad de la leche producida.

Por otro lado, parece demostrado que en el rumiante en lactacion, el empleo del
altramuz para sustituir a la harina de soja seria adecuado, puesto que se obtiene una
produccion y composicion de la leche parecida a la que tendria lugar con el consumo
de dietas basadas en harina de soja. Partiendo de este hecho y, dado que en este estudio
se obtiene una produccion y composicion de la leche semejante con las distintas dietas
experimentales, se puede suponer que el empleo de cualquiera de las leguminosas
grano seria adecuado como alternativa a la harina de soja. No obstante, hay autores que
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sugieren que habria que asegurar el adecuado balance entre la proteina degradable y no
degradable en las raciones completas (Masucci et al., 2005).

4.8.2. Perfil en acidos grasos de la leche.

En la Tabla 21 se presenta la composicion en acidos grasos de la leche en funcion
de la dieta consumida. En general, el perfil en acidos grasos de la leche producida con
el consumo de las distintas dietas experimentales es parecido. La leche procedente de
los animales alimentados con la dieta que incluia altramuz, present6 un valor para el
Cl16:0 (24,61%) y el C18:0 (8,76%) menor y mayor, respectivamente, Yy
estadisticamente significativos (P<0,05) que los valores obtenidos para las leches
producidas por el consumo de las otras dietas experimentales. La leche procedente de
los animales que consumieron la dieta altramuz presenté mayor cantidad de C18:2
(1,73%) y diferente estadisticamente (P<0,05) de la que presentaba la leche producida
con el consumo de la dieta con veza (1,16%).

Tabla 21. Composicion en acidos grasos (% de MS) de la leche producida por los animales alimentados
con las distintas dietas experimentales.

Dietas’ Significacion
Habas Yeros  Altramuz Veza DER estadistica

Butirico, C4 2,12 2,33 2,33 1,93 0,29 NS
Caproico, C6 4,12 4,20 4,43 3,97 0,31 NS
Caprilico, C8 5,57 551 5,83 5,17 0,51 NS
Capricho, C10 19,40 19,24 19,03 18,67 1,31 NS
Laurico, C12 7,08 7,01 6,43 6,99 0,53 NS
Miristoleico, C14 11,42 11,36 10,59 11,32 0,60 NS
Miristico, C14:1 0,31 0,19 0,31 0,42 0,15 NS
Palmitico, C16 27,282 27,53% 24,61° 29,48°% 1,35 *

Esteérico, C18 6,67° 6,55% 8,76b 6,38°% 0,91 *

Oleico, C18:1 13,72 13,79 14,93 13,67 1,88 NS
Linoleico, C18:2 1,42**  1,46°° 1,73 1,16° 0,17 *

Araquidico, C20 0,17 0,12 0,21 0,20 0,06 NS
Linolénico, C18:3 0,35 0,25 0,29 0,30 0,07 NS
CLA 9c-11t 0,23 0,30 0,32 0,20 0,10 NS
Araquiddnico, C20:4 0,14 0,17 0,21 0,13 0,05 NS
AGCM (C6:0-C14:0) 47,58 47,32 46,30 46,13 2,40 NS
AGCM (C6:0-C10:0) 29,08 28,96 29,29 27,82 2,07 NS
AGCL (C16:0-C20:4) 49,99 50,16 51,07 51,52 2,45 NS

"Dietas: habas, yeros, altramuz y vez, en las que el 30% de la proteina estd aportada por cada una de
estas leguminosas. AGCM: 4cidos grasos de cadena media; AGCL: acidos grasos de cadena larga.
DER: desviacion estandar residual. Dentro de una misma fila, los valores medios afectados por letras
diferentes resultan estadisticamente distintos (P<0,05). NS: no significativo. *: P<0,05.

La composicion en acidos grasos de las semillas de las leguminosas consideradas
en este estudio resultd similar, como se comenta en el apartado 4.1 de esta memoria,
por lo que la composiciéon de la leche producida por el consumo de las dietas
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elaboradas en base a estas leguminosas deberia ser, en principio, también parecida. En
general, las semillas de las leguminosas son ricas en acidos grasos de 18 atomos de
carbono, sobre todo en linoleico (C18:2) y oleico (C18:1). Aunque las semillas de
altramuz y veza presentaban un porcentaje de C18:1 mas elevado (30,91 y 33,19%,
respectivamente) con respecto a las habas y los yeros (18,89 y 8,05%,
respectivamente), no se observaron diferencias significativas con respecto a estos
acidos grasos para la leche producida por el consumo de las dietas que incluian estas
leguminosas. Sin embargo la leche procedente del consumo de la dieta con altramuz,
presentaba el valor més alto de C18:1 (14,93%). Igualmente, las semillas de habas y
yeros presentaban unos niveles de C18:2 (66,84 y 71,98%, respectivamente) superiores
a los de altramuz y veza (49,68 y 48,5%, respectivamente), obteniéndose el valor mas
elevado para la leche producida con la dieta que incluia altramuz (1,73%) y diferente
estadisticamente (P<0,05) del de la leche producida por el consumo de la dieta con
veza (1,16%).

Seglin distintos autores, el contenido en acido ruménico de la leche de cabra se
situa en torno a 0,4-0,9% (Alonso et al., 1999; Gulati et al., 2000; Chilliard et al.,
2002), dependiendo de la concentracion y composicion de la grasa de la dieta.
Chilliard et al. (2003) exponen que el contenido en CLA en la leche de cabra
incrementa marcadamente después de la suplementacion con aceites vegetales o con la
alimentacion de pasto fresco, sin embargo no observan cambios importantes cuando las
cabras se alimentan con semillas oleaginosas completas. Estos autores, emplearon
dietas con un 30% de pasto fresco y un 70% de concentrado, suplementado o no con
determinados aceites o semillas. Chilliard et al. (2003) observaron que tanto la
suplementacion con soja como con altramuz, ricas en poliinsaturados, no provoco el
aumento en la leche de estos acidos grasos observandose ademas un bajo nivel de los
acidos ruménico y trans-vacénico (0,30 y 0,70%, respectivamente, para la leche
producida por el consumo de la dieta que incluia altramuz y 0,40 y 0,90%
respectivamente, para la leche producida por el consumo de la dieta con semilla de
soja). Estos autores, atribuyeron este hecho a la completa hidrogenacion de las semillas
proponiendo su tratamiento, mediante la molienda o aplicacion de calor, para el
aumento del CLA en la leche de cabra. Los resultados del presente estudio estdn de
acuerdo con lo obtenido por Chilliard et al. (2003) para la cantidad de CLA en leche de
cabras alimentadas con semilla de altramuz, aunque en este caso se empled un relacion
distinta entre forraje y concentrado. Como se comentd anteriormente, no se observa
una transferencia de los acidos grasos mayoritarios en las leguminosas, linoleico y
oleico, hacia la leche, probablemente porque la hidrogenacion en el rumen limita su
incorporacion a la leche.

El mayor contenido en C18:0 (P<0,05) de la leche procedente de los animales
alimentados con la dieta que incluia altramuz podria deberse a una mayor
hidrogenacién en el rumen de los poliinsaturados de 18 atomos de carbono. Sin
embargo, la leche procedente del consumo de la dieta con altramuz, presentara mayor
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cantidad de C18:1 y C18:2, que la leche producida por el consumo de las otras dietas
experimentales, por lo que se produjo una transferencia de estos acidos grasos a la
leche de mayor medida que para las otras dietas experimentales. Robinson y Mcniven
(1993) emplearon altramuz, molido de manera grosera o tratado con calor, como
sustituto de la harina de soja en dietas de vacas en lactacion. Estos autores obtuvieron
que las leche procedente de las dietas con altramuz, presentdé mayor cantidad de acidos
grasos de cadena larga y menor cantidad de los de cadena corta, debido a la inhibicion
de la sintesis de novo en la glandula mamaria, que la leche de los animales que
consumieron harina de soja. Estos autores concluyeron que tanto la molienda grosera
de la semilla como el tratamiento con calor, reducian el grado de hidrogenacion en el
rumen de la grasa posibilitando la transferencia de los poliinsaturados de cadena larga
caracteristicos del altramuz, a la leche. Posteriormente Sighn et al. (1995) obtuvieron
resultados similares a los de los autores anteriores, con el empleo de una dieta que
incluia semilla de altramuz tratada con calor. Froidmont y Bartiaux-Thill (2005)
también observan una mayor transferencia de acidos grasos de cadena larga con el
empleo de dieta con altramuz molido, poniéndose de nuevo de manifiesto que la
molienda reduce el grado de hidrogenacién en el rumen. Cabe también destacar que la
leche producida por el consumo de la dieta que incluia altramuz, presenta un
porcentaje de C16:0, considerado hipercolesterolémico, mas bajo y diferente
estadisticamente (P<0,05) de los de la leche producida con el consumo de las otras
dietas experimentales, al igual que lo observado por otros autores (Robinson y
McNiven, 1993; Singh et al., 1995; Froidmont y Bartuax-Thill, 2005) en leche
producida por vacas alimentadas con altramuz respecto a la leche de aquellas
alimentadas con dietas que incluian soja. Segliin lo comentado anteriormente, y como
se expone en otros apartados de esta memoria, el tratamiento de las semillas de
leguminosas con calor podria aportar beneficios, como el aumento de la transferencia
de los 4cidos grasos poliinsaturados contenidos en ellas.

Con respecto a la cantidad de acidos grasos de cadena media, Chilliard et al. (2003)
obtuvieron cantidades muy bajas en la leche producida por animales alimentados con
dietas que incluian altramuz o soja, al contrario de lo observado en este estudio. Por
otro lado, Masucci et al. (2006) obtuvieron que con el empleo de dietas completas para
ovejas, la leche obtenida por el consumo de una dieta que incluia altramuz presentaba
un contenido elevado de 4cidos grasos de cadena media, con respecto a la leche
producida por los animales que consumieron la dieta con harina de soja. El mayor
contenido en MCT de la leche producida por el consumo de la dieta que incluia
altramuz podria deberse a una competencia mas eficiente de los acidos grasos de
cadena media frente a los de cadena larga por la posicion n3 del triglicérido durante su
sintesis en la leche. Como se expone en la revision bibliografica, uno de los aspectos
de la composicion mas interesante ligado a la leche de cabra es el contenido en
triglicéridos de cadena media (MCT), formados por acidos grasos de cadena carbonada
comprendida entre 6 y 14 atomos de carbono. Los MCT presentan un interés especial
desde el punto de vista terapéutico dado su particular metabolismo y, en consecuencia,
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su utilidad en determinadas enfermedades metabdlicas (Haenlein 1992, 1996, 2001,
2004; Boza y Sanz Sampelayo, 1997; Sanz Sampelayo y Boza, 2005) Los MCT siguen
una via metabolica distinta de los triglicéridos constituidos por acidos grasos de cadena
larga. Los acidos grasos libres, originados en la hidrélisis de los MCT, son capaces de
ser reabsorbidos sin reesterificacion en las células intestinales entrando directamente
en la vena porta, siendo transportados al higado y tejidos periféricos donde son
oxidados para producir energia. Su bajo peso molecular y su hidrosolubilidad facilitan
la accion de los enzimas digestivos, haciendo que la hidrélisis sea mas rapida y
completa que la de los triglicérdos de cadena larga. Ademads, a diferencia de los
triglicéridos de cadena larga, la digestion de los MCT comienza a producirse en el
estomago, puesto que la lipasa gastrica, practicamente sin accion sobre los triglicéridos
de cadena larga, inicia la hidrélisis de los MCT que se completara por la lipasa
pancredtica, a un ritmo cinco veces superior a los de los triglicéridos de cadena larga
(Haenlein 1992, 1996; Garcia Unciti, 1996). Los acidos grasos céaprico y caprilico, asi
como diferentes MCT han llegado a constituir tratamiento para pacientes con
diferentes tipos de malabsorcidon, reseccion intestinal, utilizandose también en la
alimentacion de pacientes desnutridos, nifios prematuros, epilepsia infantil, entre otras
patologias, todo ello en funcion de la facilidad que para generar energia de estos acidos
grasos (Babayan, 1981; Haenlein, 1992; Garcia Unciti, 1996). En el presente estudio,
el contenido en acidos grasos de cadena media (C6-C14) de la grasa de la leche
promovida por el consumo de las cuatro dietas experimentales, resultod superior al 45%,
aspecto relevante de acuerdo con lo indicado anteriormente. Incluso considerando solo
los acidos grasos de cadena comprendida entre C6-C10, a los que actualmente se les
atribuyen los efectos positivos derivados del consumo de los MCT, la grasa de la leche
producida alcanzaba valores superiores al 26%. En general, la grasa de la leche de
cabra presenta unos niveles superiores de los acidos caproico, caprilico y capricho (15-
18%) a los de la leche de vaca (5-9%) (Boza y Sanz Sampelayo, 1997). Segin
Chilliard, las diferencias entre la composicion de acidos grasos de la leche de cabra y
la de vaca se deben a que la regulacion del comportamiento de las células mamarias
difiere entre la especie caprina y bobina, sobre todo en lo que se refiere a los procesos
de elongacion de los acidos grasos, que son sintetizados de novo en el complejo acido
graso sintetasa.

4.9. CALIDAD TECNOLOGICA DE LA LECHE

Como se expuso en el apartado correspondiente de esta memoria, para la
valoracion de la calidad tecnologica de la leche se realizaron estudios de coagulometria
y se llevo a cabo la elaboracion de queso, evaluandose distintos pardmetros y aptitudes.
En la Tabla 22, se muestran los valores de los rendimientos queseros, calculados en el
momento de la elaboracion (R1) o 21 dias después de ésta (R2), y los pardmetros
obtenidos mediante el coagulometro, siendo R el tiempo de coagulacién en minutos y

121



Resultados y Discusién

AR y A2R, la firmeza del coagulado medida en voltios, a los tiempos R y 2R,
respectivamente.

Tabla 22. Rendimientos queseros (R1 y R2) y pardmetros obtenidos por coagulometria (R, AR, A2R),
seglin el consumo de las distintas dietas.

Dietas' Significacion

Habas Yeros Altramuz Veza DER Estadistica
R1 20,49 20,09 21,78 21,40 0,53 NS
R2 8,90 9,40 9,00 8,80 0,66 NS
R (minutos) 9,63 9,50 10,28 9,08 0,33 NS
AR (voltios) 4,11 3,72 3,91 3,84 0,35 NS
A2R (voltios) 4,95 4,47 471 4,89 0,67 NS

'Dietas: habas, yeros, altramuz y veza, en las que el 30% de la proteina esta aportada por cada una de
estas leguminosas. DER: desviacion estandar residual. NS: no significativo.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) entre los
parametros anteriormente descritos, en funcion de la dieta consumida. Los valores para
los rendimientos queseros, R1 y R2, fueron muy parecidos, 20,09-21,78 y 8,80-9,40,
respectivamente, siendo los valores de R, AR y A2R, también similares entre
tratamientos.

La calidad de la dieta que consume el animal influye en la calidad de los quesos, a
través de la composicion de la leche producida. El rendimiento quesero estd
estrechamente relacionado con la composicion de la leche, especialmente con el
contenido en caseina y grasa (Remeuf, 1991). No obstante, otros parametros pueden
influir en el comportamiento de la leche en el proceso de coagulacién, como la
proporcion de caseinas individuales, el tamafio de las micelas y su mineralizacion, etc.
(Remeuf, 1991). Puesto que la composicion de la leche producida por los animales
alimentados con las distintas dietas experimentales fue similar, cabria esperar un
rendimiento quesero parecido. Esta observacion estd de acuerdo con los resultados de
Masucci et al. (2006), que obtuvieron caracteristicas de coagulacion similares para la
leche producida por ovejas alimentadas con semilla de altramuz o soja como fuentes de
proteina, atribuyendo este efecto a pequefias diferencias en el contenido proteico de la
leche. Sanz Sampelayo et al. (1998) determinaron los rendimientos queseros, asi como
los parametros de coagulometria, para la leche y quesos de cabra obtenidos en funcion
del consumo de distintas dietas experimentales. Estos autores obtuvieron diferentes
rendimientos, que asociaron a distinta cantidad de proteina coagulable en la leche
debido a la naturaleza de la proteina de la dieta.

Recientemente, el aumento de la demanda de queso de cabra ha dado lugar a un
gran interés en la prediccion de la produccion de queso a partir de pardmetros de
composicion de la leche. Se han desarrollado y modificado numerosas ecuaciones para
la prediccion del rendimiento quesero a partir de la composicion de la leche de vaca
(Emmons et al., 1990), que no son adecuadas para la prediccion del rendimiento del
queso de cabra, dada las diferencias en la composicion y caracteristicas de las leches de
estas dos especies. Guo et al. (2004) emplearon, como variables, distintos pardmetros
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de la composicion de la leche de cabra y el rendimiento quesero del queso fresco de
cabra, para el desarrollo de férmulas de prediccion resultando que el contenido en
solidos totales y proteina fueron los factores que mejor predijeron el rendimiento,
seguidos de grasa y caseina. Zeng et al. (2006) realizaron un estudio similar al de los
autores anteriores, estableciendo ecuaciones de prediccion para el rendimiento del
queso de cabra fresco, semicurado y curado. Concluyeron que el mejor factor para la
prediccion del rendimiento quesero fue la cantidad de sélidos totales, seguido de la
grasa y contenido en proteina, mientras que la caseina no fue un buen factor de
prediccion para el rendimiento de los quesos curados y semicurados. Zeng et al. (2006)
observaron que, en general, existia una correlacion baja entre el contenido en caseina
de la leche y el rendimiento del queso obtenido, que atribuyeron a las diferencias en el
contenido en o, caseina de la leche.

Si utilizamos las formulas de Guo et al. (2004) y Zeng et al. (2006) (Tabla 23) para
la prediccion del rendimiento del queso fresco, obtenemos los resultados que se
muestran en la Tabla 24.

Tabla 23. Ecuaciones de prediccion del rendimiento quesero, segiin Guo te al. (2004) y Zeng et al.
(2006).

Ecuaciones de prediccion del rendimiento quesero

Guo et al. (2004) Zeng et al. (2006)
Y =2,64ST - 15,48 (*=0,81) y=2,87ST - 11,79 (* = 0,79)
Y =8,61PT - 12,76 (*=0,79) y=7,11PT + 0,39 (I’ = 0,73)
y=11,87CN - 13.30 (= 0,75) y=6,54CN + 3,50 (1’ = 0,63)
y=3.85G — 3,31 (= 0,75) y=15,94G + 0,87 (* = 0,81)

ST: solidos totales; PT: proteina total; CN: caseina; G: grasa.

Tabla 24. Rendimientos queseros de las leches producidas bajo el consumo de las dietas experimentales,
calculados mediante las ecuaciones propuestas por Guo et al. (2004) y Zeng et al. (2006).

Dietas

Habas Yeros Altramuz Veza
R (ST) (Guo et al., 2004) 20,21 20,69 20,77 20,29
R (ST) (Zeng et al., 2006) 27,01 27,53 27,62 27,10
R (PT) (Guo et al., 2004) 15,14 14,79 14,10 14,45
R (PT) (Zeng et al., 2006) 23,43 23,14 22,57 22,86
R (CN) (Guo et al., 2004) 19,11 18,39 17,56 18,04
R (CN) (Zeng et al., 2006) 21,35 20,96 20,50 20,77
R (G) (Guo et al., 2004) 16,90 16,71 17,75 16,90
R (G) (Zeng et al., 2006) 32,06 31,76 33,36 32,06

R (ST), R (PT), R (CN), R (G): rendimientos queseros empleando como variable la cantidad de so6lidos
totales, proteina total, caseina y grasa, respectivamente.

Se observa que los valores de los rendimientos varian en funcién de la variable
considerada en la ecuacion de prediccion. Ademds, los valores estimados por las
ecuaciones de Guo et al. (2004) y Zeng et al. (2006) empleando la misma variable, son
diferentes. No obstante, los rendimientos queseros son similares para las distintas
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dietas experimentales, debido a que la composicion de la leche resultdé muy similar,
como se comenta en un apartado anterior. No se han obtenido rendimientos para
quesos semicurado o curado, puesto que las ecuaciones obtenidas por Zeng et al.
(2006) en este sentido, presentan una correlacion muy baja. Se puede observar que la
prediccion del rendimiento quesero, a partir de algunas de las ecuaciones propuestas
por Guo et al. (2004) y Zeng et al. (2006), es parecida a los rendimientos determinados
en este estudio. Concretamente, los resultados de este trabajo se podrian asemejar a los
obtenidos mediante las ecuaciones de los autores anteriores, en las que emplean como
variables el porcentaje de sélidos totales y el de caseina.

Como se indico en el apartado 4.8, la composicion en acidos grasos de la grasa de
la leche obtenida por el consumo de las cuatro dietas experimentales, resultaba
particularmente elevada en acidos grasos de cadena media, que daria lugar a quesos
con caracteristicas saludables para el consumo humano. Esta propiedad de la leche
producida por el consumo de las cuatro dietas experimentales empleadas en este
estudio, podria suponer un impulso de la consideracion de los productos derivados de
la cabra como alimentos de caracter funcional. Por tanto, la leche y quesos obtenidos
por el consumo de las dietas que incluian habas, yeros, altramuz y veza, dado su alto
contenido en triglicéridos de cadena media, podria tener un potencial de mercado
considerable. Este aspecto también queda reflejado por Masucci et al. (2006), que
obtienen una leche de oveja con una proporcion elevada de triglicéridos de cadena
media debido al consumo de una dieta que incluia altramuz.

4.10. PATRON DE RELACION ENTRE LA NATURALEZA DE LAS FUENTES
PROTEICAS Y LA PRODUCCION DE PROTEINA LACTEA: ANALISIS
MULTIVARIANTE FACTORIAL.

Diferentes autores (Chatfield y Collins, 1980; Sanz Sampelayo et al., 1999) han
indicado que los resultados obtenidos mediante el analisis multivariante, adquieren un
significado no solo estadistico, sino también bioldgico. Por medio del andlisis
multivariante se reduce un conjunto de variables relacionadas entre si, a otras nuevas
denominadas factores que resultan mas explicativas y que son independientes entre si.
Dado el método utilizado para la derivacion de los factores, el de componentes
principales, es posible deducir la fraccion de la varianza total que cada uno de los
factores puede explicar (Chatfield y Collins, 1980).

En este estudio se realizd un andlisis multivariante factorial considerando las
variables que definen la naturaleza de la proteina de las distintas leguminosas grano y
aquellas que determinan la proteina de la leche producida por el consumo de las dietas
experimentales. Por tanto para la realizacion de este andlisis se tuvieron en cuenta las
caracteristicas de la degradacion de la proteina en el rumen corregidas para la pérdida
departiculas (fraccion de la proteina rapidamente degradable y lentamente degradable,
fraccion de la proteina no degradada en el rumen), la composiciéon en aminoacidos
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esenciales de la fraccién no degradada, asi como el contenido en caseina y proteinas
del suero de la leche. Estos valores se expresaron por unidad de peso metabdlico, de
acuerdo con las ingestas y producciones individuales de los animales. Los resultados
obtenidos de este analisis se muestran en la Tablas 25. Los dos factores derivados,
explican en conjunto el 87,68% de la varianza total (64,77 y 22,91%, respectivamente
para los factores 1 y 2) (Tabla 25).

Dado que en este tipo de andlisis los factores representan a unas variables no
correlacionadas entre si (Chatfield y Collins, 1980), es posible identificar grupos de
variables que se comportan de manera diferente e independientemente. De acuerdo con
lo expuesto, los resultados obtenidos ponen claramente de manifiesto el distinto
comportamiento con respecto a la fraccion ingerida de la proteina no degradada de
cada fuente proteica y el contenido en aminoacidos esenciales de la misma, excepto de
treonina; y también se observa un patron diferente, segun el tratamiento, en cuanto a la
ingesta de proteina rapidamente degradable de cada fuente proteica, junto a las
cantidades de proteina lactea producida, tanto de caseina como de proteina sérica.

En la Tabla 25, también se muestra la matriz de componentes rotados procedente
del andlisis multivariante. Teniendo en cuenta las variables que definian con mayor
peso a cada uno de los factores, el factor 1 queda definido, de manera positiva, por la
ingesta de proteina no degradada de las leguminosas, asi como por los aminoacidos
que la componen, excepto por la treonina, que presenta un valor bajo. Con respecto al
valor del factor 1 para los pardmetros de la composicion de la leche producida, la
caseina es la que presentaria es mas elevado, quedando relacionada, ligeramente, con la
ingesta de proteina no degradada de las leguminosas grano. El factor 2 quedaria
positivamente definido por la ingesta de proteina rapidamente degradable y por la
composicidon en caseinas y proteinas del suero de la leche producida por el cosumo de
las distintas dietas experimentales. De acuerdo con lo indicado, primeramente habria
que considerar que la proteina rapidamente degradable seria la fraccion de la proteina
ingerida que determinaria, de manera especial, la produccion de proteina lactea (Factor
2). También puede deducirse que la proteina no degradada en el rumen podria
establecer, aunque de una manera mas débil, la produccién de proteina lactea, sobre
todo en cuanto a la caseina (Factor 1). Respecto del particular comportamiento de la
treonina, lo Unico que se podria indicar es que las habas presentaban una cantidad de
proteina no degradada en el rumen mayor que la de las demas leguminosas,
considerando las caracteristicas de degradacion de la proteina corregidas para la
pérdida de particulas, presentando un porcentaje en treonina mas bajo que el de las
otras fuentes proteicas.
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Tabla 25. Variables que definen la naturaleza de la proteina de las leguminosas, asi como el aporte de
aminoacidos esenciales de su fraccion no degradad en el rumen, y valores de produccion de proteina
lactea (caseinas y proteinas del suero). Resultados del andlisis multivariante factorial.

Matriz de componentes rotados

Variable 1 2

IPRD 0,1 0,882
IPLD -0,65 0,671
IPND 0,987 0,114
Lis 0,97 0,149
His 0,975 0,083
Tre 0,326 0,519
Arg 0,984 0,079
Val 0,972 0,183
lle 0,97 0,184
Leu 0,98 0,175
Fen 0,969 0,208
Met 0,921 0,294
Caseina 0,211 0,813
Proteina suero 0,129 0,879

Varianza explicada (%) Varianza explicada acumulada (%)

Factor 1 64,77 64,77
Factor 2 22,91 87,68

En la Figura 12, se representan, respecto de los factores 1 y 2, la situacion de las
distintas variables y areas de dispersion de las unidades experimentales, segun la
leguminosa consumida en la dieta. Se observa que el Factor 1 separa claramente a los
grupos de animales, en funciéon de la fuente proteica consumida, estableciendo el
siguiente orden: habas, yeros, veza y altramuz, de acuerdo con su degradabilidad.
Respecto del Factor 2, y teniendo en cuenta el significado del mismo, no resulta
posible distinguir las unidades experimentales pertenecientes a cada tratamiento.
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Figura 12. Situacion de las variables que definen la naturaleza de las leguminosas
(IPLD: ingesta de proteina lentamente degradable; IPRD: ingesta de proteina
rapidamente degradable; IPND: ingesta de proteina no degradada en el rumen), asi
como el aporte de aminoacidos esenciales de la IPND, y la produccién de proteina
lactea (caseina y proteina sérica), en relacion a los dos factores derivados. Area de
dispersion de las unidades experimentales, segiin la leguminosa consumida, en
relacion a los dos factores derivados.

Los resultados obtenidos de este andlisis, estan de acuerdo con lo expuesto por
Sanz Sampelayo et al. (1999). Estos autores concluyeron que la fraccion de la proteina
rapidamente degradada en el rumen esta estrechamente relacionada con la proteina de
la leche. Chandler (1995) indicé que las fuentes de proteina rapidamente degradable
estarian relacionadas con la proteina microbiana, que podria ser suplementada con
fuentes de proteina no degradable en el rumen, cuya influencia en el rumiante en
lactacion, estaria en funcion de su cantidad y composiciéon aminoacidica. Estas
observaciones coinciden con las obtenidas en este estudio.
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Actualmente existe una demanda elevada de proteina vegetal para la alimentacion
animal como consecuencia de la aparicion de la Encefalopatia Espongiforme Bovina,
que llevo a la prohibicion del empleo de harinas animales para la alimentacion de los
rumiantes, y de la necesidad de reducir la dependencia exterior del sector ganadero.
Por ello, se consider6 de interés la valoracion del empleo de leguminosas grano como
fuentes de proteina en dietas para ganado caprino en lactaciéon. Las zonas
mediterraneas de la Unioén Europea, y concretamente Andalucia, son adecuadas para el
cultivo de leguminosas grano que, ademas, podria contribuir a la mejora de los suelos
de secano, al aumentar la poblacién de bacterias fijadoras de nitrégeno. En estos
ambientes aridos y semiaridos, la cabra seria la especie animal de eleccion, dada su
capacidad de adaptacion a ese tipo de ecosistemas y al valor de sus producciones. El
interés de la leche de cabra se centra, fundamentalmente, en su empleo para la
produccion de queso, vislumbrandose la posibilidad de su utilizacion como base de
otros derivados lacteos, dada su calidad, no solo nutritiva sino también saludable. Por
ello se estudid la produccion y composicion de la leche obtenida por el consumo de
dietas que incluian leguminosas grano en su composicion.

De acuerdo con lo planteado, se determind la composicion quimica de las
leguminosas objeto de estudio (habas, yeros, altramuz y veza) y de las dietas disefiadas
en base a ellas, asi como las caracteristicas de degradacion en el rumen y la
digestibilidad intestinal, mediante dos metodologias distintas. Ademas, para cada
leguminosa, se determinod la composicion aminoacidica de su proteina y de la fraccion
no degradada de la misma. Paralelamente, se llevaron a cabo ensayos de valoracion
nutritiva en cabras en lactacion, analizandose la utilizacion digestiva y metabolica de
los nutrientes y la produccién, composicion y calidad tecnoldgica de la leche
producida, en funcion de la dieta consumida.

La leguminosas grano presentaron un elevado contenido en proteina. Su contenido
en grasa resulto bajo, excepto para el altramuz, siendo mayoritarios los acidos linoleico
y oleico. El contenido en taninos fue elevado, excepto para el altramuz, aunque no
pareci6 afectar a la disponibilidad de la proteina. Las caracteristicas de degradacion
ruminal de la materia seca y de la proteina, tanto de las leguminosas como de las dietas
experimentales que las incluian, resultaron elevadas, aunque estas ultimas mostraron
valores diferentes entre si debido, probablemente, a la interaccion entre los
ingredientes de la dieta. El grado de pérdida de particulas, que fue considerable, varid
entre leguminosas y dietas ejerciendo, por tanto, efectos de distinta magnitud sobre las
caracteristicas de su degradacion ruminal. La composicion aminoacidica de la proteina
de las leguminosas grano estudiadas resultd similar. Por el contrario, la composicion en
aminoacidos de la fraccion no degradada en el rumen varid6 para las distintas
leguminosas. El andlisis multivariante de los resultados mostré que habas, yeros y
veza, que pertenecen al mismo genero (Vicia), mostraban cambios similares tras la
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incubacion en el rumen mientras que el altramuz se comportaba de manera distinta. No
obstante, los aminoacidos que mas se degradaron, para todas las leguminosas, fueron
arginina y glutdmico, siendo los mas resistentes a la degradacion en el rumen los
aminoacidos ramificados. La utilizacion de dos metodologias distintas para la
estimacion in situ-in vitro ¢ in vitro de la digestibilidad intestinal proporciond
resultados parecidos para la digestibilidad total de la proteina, pero diferentes con
respecto a la proteina no degradada en rumen. No obstante, los valores obtenidos
mediante la aplicacion de ambas técnicas eran elevados, tanto para las leguminosas
como para las dietas experimentales.

Con respecto a la valoracion nutritiva de las dietas que incluian las distintas
leguminosas, se obtuvieron valores elevados y similares tanto de digestibilidad de los
distintos nutrientes como de la energia. Se estudid la utilizacion metabolica y para la
produccion de leche, tanto del nitrogeno como de la energia, obteniéndose resultados
similares para las diferentes dietas. La utilizacion del nitrégeno de las dietas empleadas
en este estudio correspondid con la utilizacidon que se les atribuiria a las leguminosas
que dichas dietas incluian, dadas sus caracteristicas de degradacion, observandose una
elevada excrecion de nitrogeno en orina. Con respecto a la utilizacion del nitrégeno,
cabe destacar que el nitrogeno metabolizable, similar para las distintas dietas, mostrd
diferente particion hacia leche o retencion corporal. El nitrégeno metabolizable
derivado a leche fue mayor en la dietas que incluia habas, mientras que el retenido fue
mayor para la dieta que contenia yeros.

En cuanto a la produccion de leche, el consumo de las distintas dietas
experimentales determind producciones adecuadas y similares. La composicion de la
leche producida por los animales que recibian las distintas dietas experimentales
resultd también similar, presentando una cantidad de grasa y proteina propias de la
especie caprina, que destaca por su elevada cantidad de triglicéridos de cadena media,
de especial interés en la nutricion humana. Los quesos elaborados con la leche
producida por los animales alimentados con las distintas dietas también presentaron
rendimientos similares.

Los resultados obtenidos en la presente memoria de tesis doctoral, nos permiten
establecer las siguientes conclusiones:

1. La degradabilidad en el rumen de la proteina de las leguminosas grano y de las
dietas experimentales es elevada. La consideracion de las caracteristicas de
degradacion de las leguminosas o de las dietas experimentales, y la aplicacion o
no de la pérdida de particulas a las caracteristicas de degradacion, podrian
suponer distinto valor bioldgico.

2. La fraccion de la proteina de las distintas leguminosas que no se degrada en el
rumen difiere, en cuanto a su potencial cuantitativo y cualitativo, como fuente
de aminoacidos absorbibles en el intestino, respecto del de las fuentes proteicas
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originales. Independientemente de ello, se considera que la fraccion no
degradada podria suplementar, a nivel intestinal, a la proteina microbiana.

Aunque el método de estimacién determina variaciones en la digestibilidad
intestinal de la proteina total y de la no degradada en el rumen, los valores son
elevados tanto para las leguminosas como para las dietas experimentales. En
consecuencia, la proteina no degradada en el rumen contribuiria al pool de
aminoacidos para la sintesis de proteina de la leche y para la retencion corporal.

La digestibilidad in vivo de los nutrientes y de la energia de las dietas
experimentales es elevada. La utilizacion, para la produccion de leche, del
nitrogeno y de la energia de las distintas dietas es similar. Sin embargo, la
particion del nitrégeno metabolizable hacia la excrecidon en leche o retencion
corporal, es diferente para las dietas que incluian habas y yeros, lo que podria
indicar que la calidad de una proteina para la produccién de leche o para la
retencion corporal, podria ser distinta.

La cantidad y calidad de la leche producida se considera adecuada y similar
para las distintas dietas experimentales debido a que estas eran isoenergéticas e
isonitrogenadas y que incluian leguminosas grano de calidad y naturaleza
similares. Destaca el elevado contenido de acidos grasos de cadena media en la
grasa de la leche, reflejandose uno de los aspectos por los que, tanto la leche de
cabra como sus productos derivados, podrian ser considerados como alimentos
de carécter funcional.

Puesto que la composicion de la leche producida por el consumo de las
distintas dietas era parecida, la calidad tecnologica resulta similar y, a la vez,
adecuada.
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Demand is currently high for vegetable protein for animal feed, after the
appearance of Bovine Spongiform Encephalopathy, which led to the prohibition of the
use of meat flours for feeding ruminants, and to the need to reduce the external
dependence of the livestock farming sector. In consequence, it has been considered of
interest to assess the use of grain legumes as protein sources in the diet of lactating
goats. The Mediterranean areas of the European Union, and specifically Andalusia, are
suitable for growing grain legumes and these, moreover, could contribute to improving
soil quality in non-irrigated land by increasing the population of nitrogen-fixing
bacteria. In these arid and semi-arid environments, the goat is a very suitable animal
for the livestock farmer, with a proven capacity for adaptation to this type of
ecosystem, and supplying high-value products. Our interest in goat’s milk is mainly
centred on its use for the production of cheese, although there also exists the possibility
of using it for other dairy products, taking into account not only its nutritional quality
but also its recognised benefits for human health. For these reasons, we studied the
production and the composition of the milk obtained for human consumption from
goats given a diet including grain legumes.

In accordance with the above aims, we determined the chemical composition of the
legumes studied (faba beans, lupin, vetch and bitter vetch) and of the diets constituted
on this basis; we also examined the characteristics of the degradation taking place in
the rumen and of intestinal digestibility, using two different methodologies.
Furthermore, for each legume we determined the aminoacid composition of its protein
and of its non-degraded fraction. In parallel, assays were performed of the nutritive
values derived by lactating goats, analysing the digestive and metabolic utilization of
nutrients and the production, composition and technological quality of the milk
produced, with respect to the type of diet consumed.

Grain legumes used presented high protein content, with low levels of fats, except
in the case of lupin, with majority constituents of linoleic and oleic acids. Tannin
content was high, except in lupin, although this did not seem to affect the availability
of the protein. A high degree of ruminal degradation of the dry matter and of the
protein was observed, both for legumes and in the case of the experimental diets that
included them, although in the latter, varying results were obtained, probably because
of the interaction between the different ingredients of the diet. The degree of particle
loss was considerable, varying between the different legumes and diets, and therefore
having differing degrees of effect on the characteristics of their ruminal degradation.
The aminoacid composition of the protein of the legume grains was similar in every
case. On the other hand, that of the non-degraded fraction in the rumen varied between
the different legumes. Multivariate analysis of the results showed that faba beans,
vetch and bitter vetch, which belong to the same genus (Vicia), presented similar
changes after incubation in the rumen, while lupin reacted differently. Nevertheless,

137



Summary and Conclusions

the aminoacids that were most degraded, for all the legumes, were arginine and
glutamic acid, while branched-chain aminoacids were most resistant to degradation in
the rumen. The use of two different methodologies for estimating the in situ-in vitro
and in vitro intestinal digestibility produced similar results for total protein
digestibility, but different ones with respect to the protein that was not degraded in the
rumen. However, high values were obtained from the application of both techniques,
both for legumes and for the experimental diets.

With respect to the nutritive assessment of the diets in which the different legumes
were included, the values obtained were high and similar in every case, both for the
digestibility of the different nutrients and for the energy supplied. We studied the
metabolic utilization of nitrogen and of energy for milk production, and obtained
similar results for the different diets. The utilization of nitrogen in the diets created for
this study was in line with that attributed to the legumes included in these diets, taking
into account their degradation characteristics, and high levels of urinary nitrogen were
measured. The metabolizable nitrogen, which was similar for all the diets assayed,
presented different types of partition, i.e. for milk output or retained in the body. The
metabolizable nitrogen that was destined for milk production was higher in the diet
that included faba beans, while a greater quantity was retained in the diet including
bitter vetch.

As concerns milk production, the consumption of the different experimental diets
led to production levels that were similar and, in every case, adequate. The
composition of the milk produced by the animals given the different experimental diets
was also similar, with contents of fat and protein considered normal for goats,
including a high proportion of medium-chain triglycerides, which are of special
interest for human nutrition. The cheese made from the milk produced by the animals
given the different diets also presented comparable characteristics.

The results described in this Dissertation allow us to draw the following
conclusions:

1. The degradability in the rumen of the protein from grain legumes and of
those in the experimental diets is high. However, for these proteins, might
be attributed various values, due to differents effects on protein metabolism
in the ruminant, taking into account or otherwise, the loss of particles to the
degradation characteristics.

2. The protein fraction of the different legumes that are not degraded in the
rumen, with respect to their quantitative and qualitative potential as sources
of aminoacids that may be absorbed in the intestine, is different from that of
the original protein sources. Independently of this, the different non-
degraded fractions may supplement the microbial protein in the intestine.

3. Although the estimation method used may influence the values obtained for
the intestinal digestibility of total protein and for the protein that is not
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degraded in the rumen, values are high both for legumes and for the
experimental diets. In consequence, the protein that is not degraded in the
rumen would contribute to the pool of aminoacids available for the
synthesis of milk protein and for protein retention in the body.

For the experimental diets, we recorded high levels of in vivo digestibility
of the different nutrients and of the energy. For milk production, there were
similar levels of utilization of the nitrogen and of the energy contained
within the different diets. However, the partition of the metabolizable
nitrogen between excretion in the milk and retention in the body was
different for the diets that included faba beans and bitter vetch, which could
indicate that the quality of the protein might vary, depending on whether it
is used for milk production or for retention in the body.

The quantity and quality of the milk produced was considered adequate,
and similar for the different experimental diets, due to the fact that the latter
were isoenergetic and isonitrogenated, and included grain legumes of a
similar nature. There was a notably high quantity of medium-chain fatty
acids in the milk fat, which reflects one of the reasons why both goat’s milk
and its derivates could be considered foods of a functional nature.

As a similar milk composition was produced from the consumption of the
different diets, the technological quality was comparable and, at the same
time, adequate.
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