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I. RESUMEN

El objetivo del presente estudio fuc evajuar el efecto de la proteina cruda (PCA) y proteina
soluble del alimento (PSA), sobre la concentracién de nitrégeno ureico en leche (NUL), y la
relacién de éste con la concentracién de proteina cruda en leche (PCL) y caseina total de la
leche en establos lecheros comerciales. Se utilizaron 216 vacas Holstein de primera lactancia
provenientes de seis establos comerciales localizados en los estados de Querétaro, Guanajuato
Yy Aguascalientes (dos establos por estado). La leche se colecté individualmente en cada
establo el dia del muestreo. Simultdneamente, fueron colectadas muestras del z!imento
ofrecido al ganado. De igual manera, se recabaron los datos de produccion y dias en leche de
los animales muestreados. Fue realizado un muestreo por establo durante la estaciéon de
invierno. En las muestras de leche se analiz6 NUL (mg/dL), PCL (%), caseina total (g/L) y
caseinas a. y B. En las muestras de alimento se determiné la materia seca, PCA (%) y PSA
(%). Fueron colectadas por separado muestras de leche para comparar entre dos métodos de
analisis de NUL, espectrometria de infrarrojo (EIR) y el método de Berthelot (MBT). Previo a
los anlisis estadisticos, se verificé que los datos presentaran un comportamiento normal. El
andlisis estadistico de los datos comprendié su estudio por el método de los minimos
cuadrados, usando el procedimiento de-modelos lineales y mixtos del JMP (versién 4.04)yla
determinacion de las medias de las variables de interés y sus diferencias por la prueba de
Tukey. Todos los establos tuvieron el mismo porcentaje de PCA (17-18 %), excepto el
establo Aguascalientes 6, con 15.3 % de PCA. Las concentraciones de PSA fueron variables
entre establos (24.93 to 39.80 % PSA). De igual manera, la concentracién de NUL fue
variable en los establos en estudio (10 mg/dL a 19.32 mg/dL). Los resultados mostraron que
la proteina de la dieta no tuvo efecto sobre la concentracién de NUL (p > 0.20) y que existid
una relacion negativa entre PCL y NUL, y entre caseina y NUL (p < 0.0001). Los resultados
de la comparacion realizada del analisis de NUL por EIR y MBT mostraron una variacién
muy grande a valores extremos de NUL (441 % para concentraciones menores a 12.5 mg/dL y
35.8 % para concentraciones mayores de 20.6 mg/dL). El intervalo de concentraciones de
12.6-20.5 mg/dL tuvo un porcentaje de variacién de 7 %. '

Palabras clave: proteina de la dieta, nitrégeno ureico lacteo, caseina.



IL SUMMARY

The objective of this siudy was to evaluate the effect of feed crude protein (PCA) and feed
soluble protein (PSA) respect to the milk urea nitrogen concentration (NUL), and the
relationship of NUL with milk protein concentration (PCL) and milk casein in ccmmercial
dairy herds.

Two hundred and sixteen Holstein cows of first lactation were selected from six
commercial dairy herds located at Queretaro, Guanajuato and Aguascalientes states (two
farms each state). Milk samples were collected individually at every farm an the test day.
Simultaneosly, feed samples were collected. At the same time data for miik production and
milk days were registered. Milk sampling was realized during winter season. Milk samples
were analyzed for NUL (mg/dL), PCL (%), casein (g/L) and o and B caseins. Feed samples
were analyzed for dry matter, PCA (%) and PSA (%). Additional milk samples were
collected and used to compare between two methods of analysis of NUL, infrarred
spectrometry (EIR) and Berthelot's method (MBT). Data were assessed for normality
prior to statistical analysis. Data were analyzed by least square analysis of varince using
general linear models precedure and the mixed models procedure of JMP (ver 4.04).
Tukey’s test was applied to determine the statistical differences between means of interest
variables. All farms had the same concentration of PCA (average: 17.89%), except
Aguascalientes 6, with 15.3 % PCA. The PSA concentrations were variables between farms
(24.93 to 39.80 % PSA). As same manner, NUL concentrations were different between
farms (10 to 19.32 mg/dL). The used models showed that protein diet had no effect on
NUL concentration (p > 0.20) and there was an inverse relation between PCL and NUL and
between casein and NUL (p < 0.0001). The comparison of the analysis of NUL between
EIR and MBT showed a very high variation of extreme values of NUL: 441 % for
concentrations lower than 12.5 mg/dL. and 35.8 % for higher than 20.6 mg/dL.
Concentrations between 12.6 to 20.5 mg/dL had a 7 % of variation.

Key words: dietary protein, milk urea nitrogen, casein.
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II. INTRODUCCION

La leche e¢s una secrecidn polifisica de las glandulas mamarias de las hembras de los
mamiferos, que se produce tras el nacimiento de la cria. Es un liquido blanco y opaco, de
sabor dulce y pH cercano a la neutralidad (Alais, 1988; Wong et al., 1996).

La funcién natural de la leche es la de ser el alimento exclusivo de los mamiferos durante el
periodo inicial de su existencia, cuando el desarrollo es rdpido y no puede ser sustituida por
otros alimentos. La gran complejidad quimica de ia leche corresponde precisamente a esta
necesidad (Alais, 1988). Se le considera una buena fuente de vitaminas (A, B,, Bs y Bi2),
minerales (calcio, magnesio y f6sforo), lipidos y una fraccién nitrogenada oroteica de aito
valor bioldgico, constituida principalmente por la caseina (Speckmann et al., 1981). Ademas
de la fraccién nitrogenada proteica, existe la fraccion de nitrégeno no proteico, constituida
hasta en un 50 % por la urea (Emmons y Kertz, 1992; Harding, 1992), y cuantificada en la
leche como nitrégeno ureico (NUL).

Aunado a su importancia nutricional, la leche es considerada en el &mbito industrial como una
materia prima muy versatil, al transformarse en diversos alimentos domésticos e industriales,
tales como queso y yoghurt (Cheftel et al., 1989; Lopez, 1998). Debido a que la mayoria de
estos productos basan su rendimiento en la caseina de la leche, resulta de suma importancia en
la rentabilidad de la industria lactea, la pfoduccién de leche con elevadas proporciones de
caseina. Por lo que es de gran interés el estudiar los factores que pueden afectar la sintesis de
la fraccién nitrogenada de la leche; especificamente la caseina.

Uno de los factores mas importantes y relacionado directamente con la sintesis de la fraccion
nitrogenada de la leche es la dieta. Desbalances en la dieta del ganado lechero pueden
i)rovocar un incremento de la concentracion de amoniaco en el rumen, el cual es transformado
a urea en el higado (Harris, 1996). La urea es formada a partir del amoniaco ruminal derivado
del metabolismo de los microorganismos del rumen, o bien, a partir del catabolismo de las
proteinas (Hemandez, 1998; Moore y Varga, 1996); y puede ser cuantificada en el plasma o
en la leche en forma de NUL, resultado que se ha pretendido utilizar como indicador de la

eficiencia de las raciones alimenticias suministradas al ganado lechero.



Debido al alto costo energético que representa el ciclo metabdlico de la urea, se ha especuiado
que puede disminuir la energia disponible para la sintesis de la leche y sus componentes
(http://www.dhia.psu.edw/mun.litmi). Godden et al. (2001) encontraron una asociaciéon no
lineal negativa significativa entre el nitrégeno ureico lacteo y los porcentajes de grasa y
proteina total de la leche. Aunque el estudio presenta resultados valiosos, hasta el momento
no se cuenta con informacion mas contundente acerca de la relacién entre el NUL vy la
proteina lactea, especialmente la caseina. La evaluacién del factor dieta, en conjunto con
otros factores que puedan influir en la composicién de la fraccion nitrogenada de la leche debe
ser realizada, para que a partir de esos estudios se desprendan recomendaciones aue permitan
balancear de forma mas eficiente las dietas proporcionadas al ganado lechcro, y de esta

manera optimizar la produccién lactea, asi como sus componentes y, en particular, la caseina.



III. REVISION DE LITERATURA

1. GENERALIDADES DE LA LECHE

La canasta bésica estd conformada por articulos de consumo indispensables en el régimen
alimenticio de los mexicanos. La leche es uno de los alimentos de mayor importancia, ya que
al consumirse provee de diferentes nutrimentos necesarios al organismo del ser humano. El
origen del lacteo puede ser de ganado caprino o bovino, siendo este tltimo el de mayor
importancia para cumplir con las necesidades de la poblacién.

La leche es un liquido complejo integrado por varios cientos de constituyentes. No obstante,
los componentes de la leche son clasificados en siete grupos: proteinas, linidos, carbohidratos,
minerales, pigmentos y vitaminas, enzimas y componentes diversos (Vélez y Barbosa, 1997).

En el Cuadro 1 se resume la composicién tipica de leche de vaca (Bos taurus) (Alais, 1988).

Cuadro 1. Composicion tipica de la leche de vaca (Bos taurus)

Componente Composicion
g/L
Agua ' 876.0
Lactosa 46.0
Lipidos 35.0
Proteinas 32.5
Caseina 27.0
Globulinas, albiminas 5.5
Nitrégeno no proteico 1.5
Sales 9.0
Componentes diversos Trazas

(enzimas, gases disueltos)

Adaptado de Alais (1988) :



2. IMPORTANCIA NUTRICIONAL Y TECNOLOGICA

La leche y sus derivados constituyen un punto esencial de la alimentacién humana, debido a la
alta calidad de su proteina, basada en su perfil de aminoécidos y a que es el tmico alimento
que se ingiere al nacer (Shaafsma y Steijins, 2000). Aunado a lo anterior, los productos lactcos
son considerados alimentos altamente nutritivos, al contener una elevada proporcidon de
nutrimentos en relacién con la cantidad de energia que proporcionan, exceptuando la grasa
(Speckmann et al., 1981).

El consumo de la leche puede ser en su forma liquida, o bien, como alguno de los diferentes y
variados productos que pueden obtenerse a partir de ella después de sufrir una transformacién
tecnoldgica. El rendimiento de algunos de ellos dependen del vontenido de la caseina de la
leche, como es el caso particular del queso (Franke et al., 1988). No obstante, no solamente
el contenido de caseina per se influye en el rendimiento de leche a queso, tambiéix las
proporciones relativas de los componentes individuales de la caseina (caseina o, B y x) y B-
lactoglobulina juegan un papel muy importante en este aspecto, ademds de afectar las
propiedades de coagulacion y estabilidad al calor de la leche (Van Eenennaam y Medrano,
1991). Un incremento en la proporcion de las caseinas o y B, aumenta el rendimiento del
queso (Bobe et al., 1999) y la proporcion relativa de x caseina tiene un efecto sobre la
estabilidad al calor de la leche (Kroeker et al., 1985). De igual forma, también influyen las
variantes genéticas de cada una de estas proteinas. Por ejemplo, las variantes genéticas BB
(tipo de variante genética de la proteina, heredada de cada progenitor) de B-lactoglobulinay x
caseina han sido asociadas con un mayor contenido de caseina total en la leche (Mackle et al.,

1999; Van Eenennaam y Medrano, 1991).

3. PROTEINAS DE LA LECHE

Las proteinas de la leche incluyen la caseina, las proteinas del suero {lactoalbiminas y
lactoglobulinas), las de la membrana de los glébulos de grasa y las enzimas (Idolo et al.,
1997). El contenido promedio de proteinas de la leche de una vaca sana es de 30-35 gramos
por litro, lo que representa aproximadamente el 94-95 % del nitrogeno total de la leche (Alais,
1988; Cheftel, 1989). Cerbulis y Farrell (1975) informaron que la proporcién promedio del

nitrégeno proteico presente en leche de vacas Holstein fue 95.10 %; 78.17% proveniente



de la caseina 'y 16.93 % de las proteinas del suero (Cuadro 2). Sin embargo, estas proporciones
pueden variar en los intervalos de 68.7-83.7% y 12.4-26.3% para caseina y proteinas del

suero, respectivamente (Cerbulis y Farrel, 1975; Palmquist, 1995).

Cuadro 2. Distribucién de las principales sustancias nitrogenadas de la leche de vaca

Componente Proporciones
Relativas gramos/litro

Prétidos totales 100 320

Caseina entera 78 100 25.0
Caseina as 40 10.0
Caseina 30 7.5
Caseina 15 3.8
Diversos 15 3.7

Proteinas del suero 17 100 54
B-lactoglobulina 50 2.70
o~lactoalbimina 22 1.20
Globulinas 12 0.65
Sero-albiimina 5 0.25
Proteosas-peptonas 10 0.60

Sustancias nitrogenadas no proteicas 5 1.6

Adaptado de Alais (1988)

3.1 Caseina de la leche

La caseina es la principal proteina de la leche presente en forma de particulas globulares
llamadas micelas, de 100 a 300 nm de didmetro. Aparentemente se encuentran compuestas de
submicelas, con un diametro 10 a 20 nm, que se mantienen juntas debido al fosfato de calcio -
(Vélez y Barbosa, 1997). Comprende cuatro familias de moléculas (asy, osz, By K),
clasificadas con base en la homologia de su estructura primaria (Wong et al., 1996).
Presentan polimorfismo genético y sufren de modificaciones postraslacionales, como son la

fosforilacién y la glicosilacién (Schaafsma y Steijins, 2000).



Las caseinas son fosfoprotcinas que precipitan en la leche cruda a un pH de 4.6 a 20°C
(Schaafsma y Steijins, 2000; Wong et al., 1996); y comprenden aproximadamente del 78-82%
de la proteina total en la leche (Alais, 1988; Palmquist, 1995; Wong et al., 1996). En el
Cuadro 3 se muestran las propiedades y contenido de las proteinas de la leche, informandose
que éstas presentan un caracter fuertemente 4cido debido a la abundancia de acido glutamico y
aspartico, ademas de la presencia de radicales acidos fuertes en la molécula, como es el caso
del fosférico (Cheftel, 1989); propiedades que le confieren su caricter electronegativo en los
ensayos habituales, emigrando hacia el 4nodo en el curso de la electroforesis, y haciendo
posible su separacion por cromatografia sobre cambiadores de iones, como la DEAE-celulosa
(Alais, 1988), asi como por las técnicas de ultrafiltracion, HPLC y mas recientemente, por
electroforesis capilar (Idolo et al., 1997; Vallejo, 1997).

Cuadro 3. Propiedades y contenido de las proteinas de la leche

Proteina P.M. A.A. Enlace Grupos % en leche
S-S fosforo  descremada
Caseina asl 23,614 199 0 8
Caseina o.s2 25,230 207 ? 11 45-55
Caseina 8 23,983 209 0 5 25-35
Caseina x 19,023 169 ? 1 8-15
a-lactoalbimina 14,176 123 4 0 2-5
B-lactoglobulina 18,363 162 2 0 7-12
seroalbumina 66,267 582 17 0 0.7-1.3
lactoferrina 90,000 700 - - 0.2-0.8
lisozima 14,701 130 4 0 -
Inmunoglobulinas - - - - 1.35-2.8

P.M. = peso molecular; A.A.=aminoicidos; enlace S-S: enlaces disulfuro
Adaptado de Jenness (1985)



3.2 Caseina osl

La caseina asl consta de 199 aminoécidos, con un peso molecular de 23,614 Da aunque éste

puede variar entre 22,000 a 24,000 Da (Schaafsma y Steijins, 2000; Wong et al., 1996).

3.3 Caseina ass2
Es la mas hidréfila de todas las caseinas, debido a que es la mis fosforilada (10-13 residuos
fosfoseril/mol) y la mas rica en residuos catiénicos. La secuencia completa de aminoacidos

consiste de 207 residuos, resultando con un peso molecular aproximado de 24,350 Da
(Cheftel, 1989).

3.4 Caseina B
Es la caseina mas hidréfoba y constituye aproximadamentz el 30-35% del total de las
caseinas. La P caseina A1-5P es una cadena polipeptidica individual con 209 residuos y con

un peso molecular aproximado de 23,982 Da. Se conocen 7 variantes genéticas: Al, A2, A3,

B, C, D y E (Chefiel, 1989).

3.5 Caseina «

Constituye aproximadamente el 15 % del total de las caseinas, y es la Ginica caseina que
contiene cisteina. La principal k caseina B-1P, consiste de 169 residuos de aminoacidos, con
un peso molecular aproximado de 19,023 Da. La x caseina se presenta en torma polimérica,

via enlaces disulfuro (Wong et al., 1996).

3.6 Proteinas del suero licteo

La glandula mamaria sintetiza las dos proteinas principales del lactosuero: la $-lactoglobulina
y la o-lactoalbimina, que contrariamente a las caseinas, no sufren modificaciones post-
traduccionales, aunque poseen sitios potenciales de fosforilacién. Su composicion en
aminoacidos es muy diferente de las caseinas: contienen menos acido glutimico y prolina,
pero son mas ricas en los aminoacidos azufrados metionina y cisteina (Cheftel, 1989). Las

principales propiedades de las proteinas del lactosuero se presentan en el Cuadro 3.



3.7 Fracciéz de nitrégeno no proteico de la leche

La fraccién de nitrogeno no proteico (NNP) representa aproximadamente el 5-6% del
nitrégeno total de la leche, como se muestra en el Cuadro 4 (Barbano y Lynck, 1992; Cerbulis
y Farrel, 1975; DePeters y Ferguson, 1992), del cual 1a urea representa aproximadamente el 50
% (Emmons y Kertz, 1992; Harding, 1992).

Cuadro 4. Principales compuestos de la fraccidn de nitrégeno no proteico de la leche

Compuesto % aproximado
Ureza 48.0
Creatina 8.6
Creatinina 4.1
Acido urico 2.7
Acido orético 52
Acido hipirico 1.4
Péptidos 11.0
Amonio 3.1
Aminoécidos 15.1

Adaptado de Harding (1992)

4. FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION Y COMPOSICION DE LA
LECHE

La produccién y composicién de la leche se puede ver afectada por factores genéticos y medio
ambientales, asi como por la edad de los aniinales, el estado de lactacién, el manejo de la
ordeiia, la salud de las vacas y la alimentacién (DePeters y Cant, 1992; Troncoso, 1997). De
todos estos elementos, dos pueden ser manejados en la practica: la seieccién genética y/o el
cambio de raza del ganado y la manipulacion de la alimentacién del ganado (Troncoso,
1997). A continuacion se describe cada uno de estos factores,' haciendo énfasis en la
influencia que pueden tener sobre la fraccién nitrogenada de la leche, y en particular, la

caseina.



4.1 Factores Genéticos

La evidencia de variacion genética en la composicién de la leche puede ser dividida en tres
fuentes: las diferencias por raza, por la ascendencia y las diferencias existentes entre

individuos.

4.1.1 Raza

Existen diferencias importantes en la aptitud lechera (produccién y composicién de la leche)
de las vacas pertenecientes a diferentes razas. Investigaciones realizadas en la Universidad de
Pennsilvania, en conjunto con Asociaciones DHIA (por sus siglas en inglés, Dairy Herd
Improvement Association) han mostrado resultados de la produccion y composicién de la
leche de cada una de las principales razas lecheras {Cuadro 5). Resultados similares se
encontraron en el area geografica de Manitoba, Canada (Cuadro 6), en un estudio llevado a
cabo por un periodo de dos afios, en donde ademas se monitored el porcentaje de caseina, las
proteinas del suero y la lactosa (Jenness, 1985). Puede apreciarse claramente que la raza
Holstein es la que presenta el menor porcentaje de los diferentes componentes de la leche,

pero también es la que mayor produccion tiene y cuyo precio/litro, es el més elevado.

Cuadro 5. Valores promedio por raza estimados a través de asociaciones DHIA

Raza Leche Grasa Proteina SNG Precio USD
Ibs/dia % % % b
. Ayrshire 50.5 3.95 341 8.87 $7.375
Holstein 64.4 3.74 3.27 8.80 $9.034
Jersey 43.6 4.82 3.77 9.34 $7.243
Brown Swiss 52.5 4.05 3.56 9.11 $7.903
Guernsey 44.6 4.71 3.61 9.15 $7.197

Fuente: University of Pennsylvania, Center for Animal Health and Productivity
(http:cahpwww.nbc.upenn.edu/mun/milk_protein.html, 2000) '
SNG: Sdlidos no grasos, Ibs/dia: libras por dia, USD/1b: délares por libra



Cuadro 6. Composicion de leche de cinco razas lecheras en la regién de Manitoba, Canada

Raza Sélidos Grasa Caseina Proteina del Lactosa
totales, % Yo % suero, % %o
Ayrshire 12.69 3.97 2.68 0.60 4.63
Holstein 11.91 3.56 2.49 0.53 4.61
Jersey 14.15 4.97 3.02 0.63 4,70
Brown Swiss 12.69 3.80 2.63 0.55 4.80
Guemnsey 13.69 4.58 2.88 0.61 4.78

Adaptado de Reinart y Nesbitt (1956)

4.1.2 Ascendencia y diferencias entre individuos

Entre vacas de una misma raza sometidas a las mismas condiciones de manejo y alimentacién,
pueden existir diferencias significativas en cuanto a la composicion de la leche. La misma
observacion puede hacerse en lo que se refiere a la cantidad de leche producida. Esto se debe
principalmente a la genética que posee cada individuo, lo que puede mejorar su caracter
lechero. La herencia es considerable para la materia nitrogenada y grasa (0.4-0.5), mientras
que para la produccién de leche (0.2-0.3), tiene menor influencia (Alais, 1988; Dildey, 1989).
En estudios refercntes a la seleccion genética, se utiliza actualmente la prueba de
descendencia (o “progeny test”), que consiste en la seleccién del reproductor segun las
aptitudes de sus hijos. La inseminacién artificial permite la difusion del semen de los toros de
alta calidad y por lo tanto, mejorar la aptitud lechera del ganado (Alais, 1988).

"En décadas anteriores, los esfuerzos de seleccién se centraban principalmente en la materia
grasa de la leche. Actualmente, el interés gira en torno al contenido de proteina. Se ha llegado,
por lo tanto, a una seleccién de los reproductores en funcién de la relacion proteina/materia
grasa. Con respecto a la fraccién proteica de la leche, se sabe desde hace mucho tiempo que
las proteinas de la leche exhiben variantes genéticas (Dyson et al., 1970). Las variantes
genéticas se deben a modificaciones en el cédigo genético, que a su vez producen cambios en
la composicién de aminoacidos y en la estructura de la proteina, resultando una nueva

variante.
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La diferencia entre las variantes genéticas estd usualmente limitada a cambios en la
composicién de 1 6 2 aminoacidos; también pueden ser devidos a la pérdida de varios
aminodcidos o como resuitado de modificaciones postraduccionales semejantes a la
fosforilacion y glicosilacién (Matthews, 1998). La importancia que representan las
variantes genéticas de las proteinas de la leche se basa en que algunas de ellas se han asociado
con un mayor contenido de caseina total en la leche, tal es el caso de la variante BB de B-
lactoglobulina y « caseina (Mackle et al., 1999; Van Eenennaam y Medrano, 1991). Con base
en lo anterior, puede pensarse que las variantes genéticas de las proteinas de la leche se

proyectan a mediano plazo como un factor de seleccion del ganado lechero.

4.2 Factores ambientales

Variaciones estacionales en la composicion de la leche son observadas generalmente en
regiones calidas. En verano, el contenido de grasa en promedio puede ser 0.4 % menor que en
invierno, y para la proteina, 0.2% menor (Jenness, 1985). La variabilidad estacional de las
concentraciones de grasa y proteina es el resultado del impacto de la temperatura ambiental.
Cuando la temperatura se eleva mas de 25°C, existe una disminucion en la ingesta de
alimento, lo que repercute directamente en la produccién y composicién de la leche (Chalupa
y Galligan, 1989).

El efecto de la temperatura, mas frecuentemente medido como efecto estacional sobre la
fraccion nitrogenada de la leche es dificil de describir, debido a que contiene los efectos
confundidos del estado de lactacién y de la nutricién. Sin embargo, se tienen referencias en
donde de manera general se observa que a mayor temperatura existe un decremento del
contenido de proteina total, asi como la estabilidad de la cuajada producida con esta leche
(DePeters y Cant, 1992; Szijarto et al., 1973). Resultados semejantes informaron Ng-Kwai-
Hang et al. (1982) en un estudio efectuado durante casi dos afios en 63 establos pertenecientes
a la asociacion DHIA de Quebec, tanto en el % de proteina, como en la proporcién de

caseina/proteina de la leche.
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4.3 Ciclo y Periodo de Lactacion

El ciclo de lactacién se inicia después del parto y finaliza con el secado de la vaca (después de
10 meses, por lo general). La etapa de lactacién se refiere al numero de dias que tiene la vaca
en el ciclo de lactacién. tomando como referencia el dia del parto. Ambos factores son
importantes porque la produccién diaria de la leche y de sus principales componentes (lactosa,
grasa y proteina), no evolucionan de la misma manera en el curso de la lactacién.

En la Fizura 1 se muestra el tipo de curva que sigue la produccién de leche durante el ciclo de
lactacion. Generalmente, tras alcanzar el maximo de produccién, que se sitia después del
segundo mes posparto, existe un decremento gradual de la produccién. La nueva gestacion
tiene un efecto de reduccién que se presenta alrededor del octavo mes (Alais, 1988).

En referencia a la produccién de los principales componentes de la leche, la curva de
producciéon de la lactosa presenta un incremento rapido en el curso del primer mes,
posteriormente permanece regularmente constante a lo largo de la lactacién; mientras que las
curvas de produccién para grasa y proteina son diferentes, tal como se aprecia en la Figura 2.
La concentracién de grasa y proteina decrece rapidamente durante el primer mes y vuelve a

remontarse a partir del quinto mes, cuando la produccién lactea comienza a decrecer.
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4.4 Salud (Mastitis)

La mastitis es la inflamacién de i2 glandula mamariz debida a un traumatismo o presencia de
microorganismos infecciosos en el tejido de la ubre. La infeccion puede ser clinica o
subclinica, dependiendo del grado de inflamacién de la glandula. La gravedad de la
inflamacion se puede diagnosticar a través del niitmero de células somadticas, que son un
indicador de la intensidad de la respuesta inmune del organismo; las células somaticas son en
su mayoria leucocitos (98-99%), y en menor proporcion, células epiteliales (1-2 %). El
numero de células somdticas presentes en la leche de una ubre saludable, varia de 50,000 a
250,000 células/mL, dependiendo de la edad de la vaca (Philpot y Nickerson, 1991; Urech, et
al., 1999). Para unificar criterios y hacer mas ficil el uso de este parametro, la DHIA de los
Estados Unidos decidi6 crear una categorizacion empleada actualmente en varios paises del
mundo. Consta de 10 categorias que van del 0 al 9, y es nombrada cominmente como Escala
Lineal. En el Cuadro 7 pueden apreciarse los intervalos de células somaticas que comprende

cada categoria de la Escala Lineal (Philpot y Nickerson, 1991).

Cuadro 7. Escala Lineal de células sométicas

Escala Lineal Niimero de células somaticas (miles/mL)
Punto medio Intervalo
0 12,500 0a 17,000
1 25,000 18,000 a 34,000
2 50,000 35,000 a 70,000
3 100,000 71,000 a 140,000
4 200,000 141,000 a 282,000
5 400,000 283,000 a 565,000
6 800,000 566,000 a 1,130,000
7 1,600,000 - 1,131,000 a 2,262,000
8 3,200,000 2,263,000 a 4,525,000
9 mas de 4,525,000

Adaptado de Philpot y Nickerson (1991)
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La mastitis es una de las enfermedades mas importantes y costosas del ganado lechero. Esto se
debe a que afecta negativaiuente la produccién lictea, asi como su composicidn; lo cual
acarrea serias pérdidas econ6micas tanto al sector ganadero como al industrial. Se han
realizado numerosos estudios en donde se ha demostrado que a mayor niimero de células
sométicas, la produccién de leche disminuye significativamente (Jones et al., 1984; Ng-Kwai-
Hang et al., 1984; Raubertas y Shook, 1982) produciéndose pérdidas en produccién de 5-8 %
en leche con menos de 400,000 células somaticas, hasta un 19-25 % en leche con mas de
1,300,000 células sométicas (Philpot y Nickerson, 1991).

De igual forma, la mastitis presenta una gran influencia sobre la composicioén de la leche. En
el Cuadro 8 puede apreciarse de forma general que el efecto de la mastitis sobre la
composicién de la leche es el disminuir los componentes mas importantes e incrementar

aquellos compuestos cuya presencia resulta indeseabie. g B

Cuadro 8. Efecto de la mastitis sobre la composicion de la leche

Componente Efecto producido
Lactosa Decremento
Proteina total Decremento
Caseina Decremento
Inmunoglobulinas Incremento
Sélidos no grasos Decremento
Solidos totales Decremento

~ QGrasa Decremento
Lipasa Incremento

Adaptado de Philpot y Nickerson (1991)

Uno de los cambios mas importantes debidos a la mastitis se presenta en la fraccién proteica
de la leche. Estudios en este rubro han demostrado que existe una relacion inversa entre el

nimero de células somaticas y la cantidad de caseina; es decir, que a mayor nimero de

células somaticas, hay un decremento de la caseina total presente en la leche (Haenlein
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etal., 1973; Verdi et al.,1987); lo cual afecta a la industria quesera al disminuir el rendimiento
del queso (Barbano et al., 1991). Esto se debe a que la leche proveniente de vacas con
mastitis clinica o subclinica exhibe una gran actividad proteolitica, lo cual se traduce en
una proteo6lisis de o y 8 caseina, con la consecuente disminucién de éstas y un incremento de
la y caseina, producto de la proteélisis de las dos anteriores (Urech et al., 1999; Verdi et al.,

1987).

4.5 Alimentacion

El uso eficiente de los alimentos para una Optima produccién y composicion de la leche a
partiz de vacas saludables, es uno de los objetivos principales de la ganaderia lechera; de aqui
que el contar con raciones bien balanceadas a lo largo del ciclo de lactacién sea una base
fundamental para lograr lo anterior.

De manera muy general, los nutrimentos suministrados a una vaca lechera son los siguientes:

e Agua
o Carbohidratos estructurales (fibra) y no estructurales (almiddn, azdcares)
e QGrasa
e Proteina Cruda (PCA)
- proteina degradable (PDR)
- proteina de sobrepaso (PNDR)
- proteina soluble (PSA)
e Vitaminas y Minerales

Aunque las proporciones de algunos nutrimentos varian conforme a la produccioén y periodo
de lactancia en el que se encuentran los animales, en el Cuadro 9 se presentan las
recomendaciones generales para la alimentacién del ganado lechero. Cada uno de ellos
cumple con una funcién determinada en el metabolismo del rumiante para su mantenimiento,
desarrollo, reproduccion y produccion. Hablando especificamente del aspecto productivo, en
el Cuadro 10 se presenta la transformacion que sufre cada uno de los nutrimentos

proporcionados en la dieta, hasta llegar a formar parte de la composicion de la leche (Van
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Cuadro 9. Recomendaciones generales para la alimentacién del ganado lechero basadas en las

Tablas del NRC 1989

Nutrimento Dias en lactacién

22-80 81-200 >200
Proteina cruda (FCA), % MS 18 16 14
* proteina degradable (PDR) % de PCA 62 64 68
* proteina no degradable (PNDR) % de PCA 38 36 32
* proteina soluble (PSA) % de PCA 31 32 34
Grasa, % MS 5.5 5.0 3.0

Carbohidratos, % MS

* Carbohidratos no estructurales (CNE) 38 36 34
* carbohidratos estructurales (fibra)

- fibra icido detergente (FAD) 19 21 24

- fibra neutro detergente (FND) 28 30 32
Vitaminas, Ul/dia
* Vitamina A 100,000 50,000 50,000
* Vitamina D 25,000 20,000 20,000
* Vitamina E 800 600 400
Minerales, % MS
* Calcio 0.90 0.70 0.60
* Fésforo 0.40 0.36 0.32
* Magnesio 0.30 0.25 0.20
* Potasio 1.00 0.90 0.90
* Sodio 0.30 0.20 0.20

% MS: porcentaje de materia seca
Ul/dia: unidades internacionales/dia

Hutjens, 2004
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Cuadro 10. Transformacién de los nutrimentos del alimento a los componentes de la leche

Nutrimento Alimento Rumen Intestino Delgado ~ Componente de la leche
Carbohidratos
Celulosa Forrajes Acido acético - Grasa
ﬁemicelulosa Forrajes Acido acético - Grasa
Pectinas Pulpa de citricos Acido propiénico - Lactosa
Almidén
-degradable en rumen- Ensilado de maiz Acido propiénico - Lactosa
Granos Acido propiénico - Lactosa
Productos de papa Acido propiénico - Lactosa
-de sobrepaso- Ensilado de maiz - Glucosa Lactosa
Ensilado de mazorca -
Azicares Forrajes Acido butirico - Grasa
Remolacha de forrajes Acido propiénico - Lactosa
Remolacha de azlicar Acido propiénico - Lactosa
Proteina
-degradable en rumen- Ensilado de pasto Proteina microbiana, NH; Aminoécidos Proteina
Soya Proteina microbiana, NH, Aminoécidos Proteina
Granos de malta Proteina microbiana, NH; Aminodcidos Proteina
-de sobrepaso- Soya integral - Aminoécidos Proteina
Granos de malta - AminoAcidos Proteina
Grasa Concentrados - Acidos grasos Grasa
Glicéridos Grasa

Adaptado de Van Duinkerken (1998)
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Duinkerken, 1998). Las transformaciones principales se llevan a cabo en el rumen de la
vaca, el cual es uno de los cuatro compartimentos del tubo digestivo de un rumiante. El rumen
es un ecosistema abierto y continuo, que actia como una cidmara de fermentacion
predominantemente anaerdbica. Su temperatura es aproximadamente de 39-40°C, y el pH
varia de 5.5 a 7.0. Se encuentra poblado de una gran cantidad de bacterias y protozoarios, y en
menor proporcién, hongos y levaduras; cuya presencia resulta indispensable en los rumiantes
para degradar la mayoria de los nutrimentos proporcionados (Yokoyama y Johnson, 1988);
aquellos nutrimentos que escapan a esta accion y se degradan hasta el intestino delgado, son

llamados alimerntos de sobrepaso (Chalupa, 1974).

4.6 Relacién de la proteina de la dieta, el NUL y la produccion de la leche

La alimentacion tiene un efecto significativo en la produccion de la leche. Diversos estudios
demuestran que la produccion de la leche se incrementa proporcionalmente con la cantidad de
proteina cruda de la racién (Clay y Satter, 1979; Cressman et al., 1980; Chalupa, 1984; Holter
et al., 1982; Leng y Nolan, 1984); sin embargo, existe un punto en el cual ya no se incrementa
mas la produccién de leche y la relacion puede volverse inversa (Chalupa, 1984; Ha y
Kenelly, 1984). Esto puede deberse a un decremento de la energia disponible para la
produccién de leche; justificado por el metabolismo desarrollado para eliminar el exceso de
nitrogeno en forma de urea (Chalupa, 1984; Oldham, 1984; http://www.dhia.psu.eduv/mun.
htm).

Este decremento de energia puede explicarse de la siguiente manera: las raciones altas en
proteina cruda/proteina soluble, o bajas en carbohidratos fermentables, incrementan la
‘concentracién de amoniaco a nivel ruminal; amoniaco utilizado por los microorganismos para
la sintesis de la proteina microbiana. Cuando la concentracién de amoniaco ruminal excede
esta capacidad, el amoniaco se absorbe a través de la pared ruminal, es transportado en el
torrente sanguineo y en el‘ higado es convertido a urea (Van Soest, 1994); la urea se equilibra
posteriormente en los diferentes liquidos corporales como caliva, sangre y leche (Harris,
1996). El amoniaco también puede originarse cuando la proteina corporal o los aminodacidos
absorbidos intestinalmente son catabolizados en el higado (Harris, 1996).

Dado que la conversién de amoniaco a urea requiere de un gran aporte de energia (cada 100
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gramos de proteina cruda no utilizada tiene un costo para una vaca lechera de 0.2
megacalorias), puede ocasionar que dismuinuya la energia disponible para la sintesis de la
leche, (Moore y Varga, 1996; Hernandez, 1998).

Después de una gran cantidad de estudios efectuados (Baker et al., 1995; Hutjens y Barmore,
1655; Hof et al., 1997; Shepers y Meijer, 1998; Trevaskis y Fulkerson, 1999), pricticamente
se ha concluido que la concentracién de urea en la leche puede utilizarse como un indicador
confiable del balance proteico y energético de las raciones proporcionadas al ganado lechero.

En el Cuadro 11 se resume la relacién existente entre la concentraciéon de NUL y el porcentaje

de proteina de la leche respecto a la dieta suministrada.

Cuadro 11 Valores de nitrégeno ureico y su relacién con la proteina de la leche

Proteina lictea NUL, bajo NUL, é6ptimo NUL, alto
PCL), % (<12 mg/dl) (12-18 mg/dl) (> 18 mg/dl)
Abajo de 3 Deficiencia de proteina Deficiencia de Exceso de proteina

Deficiente PDR o PSA proteina Exceso PDR o PSA
Deficiencia de Deficiencia de
carbohidratos en el carbohidratos en el
rumen rumen
Deficiencia de Desbalance de
aminoacidos aminodacidos

Arribade3.2 Aminodcidos adecuados = Aminoacidos Exceso de PDR o PSA

Deficiente PDR o PSA balanceados Deficiencia de

Exceso de carbohidratos ~ Carbohidratos carbohidratos en el

en rumen balanceados en el rumen

rumen

Adaptado de Hutjens y Barmore (1995)

NUL: Nitrogeno ureico lacteo;

PDR: Proteina degradable; . PSA: Proteina soluble;

Dependiendo de las concentraciones de NUL, asi como del porcentaje de PCL seran las

recomendaciones para el balance de la dieta del ganado lechero. Ademas de involucrar la con-
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centracién de PCA, también influyen Jas proporciones de PDR y PSA del alimento. La PDR
se define como la parte de ia proteina proporcionada en la dieta que es digerida por las
bacterias en el rumen; por l6gica, la PNDR o también llamada proteina no degradable en
rumen o de sobrepaso, es aquella fraccién de proteina que sobrepasa el rumen sin cambios y
puede serdigerida en el intestino delgado (Stevenson, 1995). La PSA por otra parte, son
aquellas que se solubilizan en el liquido ruminal y son mas ripidamente y completamente

degradadas que aquellas que son insolubles (Chalupa, 1984).

4.7 Relacién de la proteina de la dieta, el NUL y la proteina de la leche

El aumentar la proteina del alimento por encima de las necesidades del animal, incrementa el
nitrégeno de la leche, pero no mejora grandemente el contenido de proteina verdadera
(Paimquist, 1995). De manera analoga que para el caso de la produccién de la leche, se
especula que se tiene menos energia disponible para la sintesis de los componentes de la
leche; tal es el caso de la proteina.

Aunque no existe mucha informacioén al respecto, algunos estudios efectuados han encontrado
que no existe relacién entre la proteina de la dieta y la proteina de la leche (De Peters y
Ferguson, 1992; Jaquette et al., 1986); pero si se ha observado un incremento en la fraccion de
nitrégeno no proteico (DePeters y Cant, 1992). Otras investigaciones encontraron una relacion
positiva entre la proteina de la leche y la proteina cruda de la racién (Emery, 1978); o con
aminoacidos limitantes, como la lisina. También existen estudios en donde se ha obtenido una
relacion negativa entre la proteina de la leche y proteina de la dieta en exceso; en donde se ha
concluido que conforme se incrementa la proteina cruda de la racién, el metabolismo del
animal se vuelve ineficiente para convertir la proteina del alimento a proteina lictea
(Cressman et al., 1980; Ha y Kenelly, 1984).

De esta revision se puede sugerir que no existe una relacion clara entre la proteina de la dieta
y la proteina lactea. Una alternativa para monitorear la eficiencia de sintesis de la proteina de
la leche, podria ser la cuantificacion de urea en la leche, expresada como nitrégeno ureico
(NUL). Como se mencioné anteriormente, la concentracion de NUL puede utilizarse como un
indicador del balance de las raciones proporcionadas al ganado, y por lo tanto, como un

indicador indirecto de la proteina y la energia suministrada en la dieta.
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Godden et al. (2001b) encontraron una asociacién no lineal negativa significativa entre el
nitrégeno ureico lactco y los porcentajes de grasay proteina total de la leche; pcio dado que
hasta el momento no se ha generado informacién suficiente de este parametro, resulta
importante el investigar el comportamiento de la composicién y produccién de leche con

respecto a NUL.

5. CUANTIFICACION DEL NITROGENO UREICO EN LA LECHE (NUL)

El nitrégeno ureico se define como el nitrégeno proveniente de la molécula de urea [NUL =
0.4667 X (Urea)], que constituye aproximadamente el 50 % de la fraccién de nitrégeno no
proteico de la leche (Emmons y Kertz, 1992; Harding, 1992). El NUL es medido
rutinariamente en algunos laboratorios para evaluar la utilizacién del nitrogeno en particular y
la dieta en general, proporcionada al ganado lechero (Jenkins et al., 2000). Existen varios

métodos para su cuantificacidn y a continuacion se describen los mas utilizados.

5.1 Métodos de cuantificacion del NUL

5.1.1 Método de cuantificacion de NUL basado en la presién generada por el CO;

El método se basa en la hidrélisis enzimatica de la urea, a través de la cual se generan iones
carbonato y amonio. Posteriormente se provoca un descenso del pH hasta generar diéxido de
carbono (CO,), mediante el cual se producen cambios de presién y que se relacionan

directamente con la concentracién de urea presente en la muestra a través de la siguiente

ecuacion:
AP = K. RT V¢ [Urea])
Kp Vg + R T [H20] Ve
Donde:
AP = Cambio de presién

K, = Constante de laley de Henry

R = Constante universal de los gases '
T = Temperatura absoluta

V¢ = Volumen del liquido

V, = Volumen del gas
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El método es confiable para la cuantificacién del NUL, con una exactitud de + 0.7 mg/dL en
un intervaio de 0 a 30 mg/dL (Jenkins et al., 2000). Ademads, se ha demostrado que en este
método no existe interferencia de la grasa lactea en la cuantificaciéon del NUL, y el efecto de
la proteina y lactosa de la leche es minimo; menos del 2 % de cambio en la sensibilidad por

cambio en peso/volumen en porcentaje (Jenkins et al., 1999).

5.1.2 Métodos colorimétricos

e Meétodo del 1-4 paradimetil amino benzaldehido

e Meétodo de diacetil monoxima

e Método de Berthelot
Los métodos mas utilizados para la cuantificacién del NUL son los colorimétricos. Algunos
métodos son directos, basados en la medicién de un complejo formado entre la urea y un
reactivo especifico; otros son métodos indirectos, basados en la medicién de un producto
derivado de la degradacién de la urea (métodos enzimaticos). El método de Berthelot (uno de
los dos métodos utilizados en el presente estudio para cuantificar NUL) se basa en una
reaccion enzimatica, mediante la cual se libera amoniaco y CO; a partir de la molécula de
urea. El amoniaco liberado se hace reaccionar con hipoclorito y un reactivo cromdgeno
fendlico (fenol-nitroprusiato de sodio) que produce un color verde. La absorbencia se detecta
a una longitud de onda de 578 nm (570-620 nm), la cual es directamente proporcional a la
concentracion de urea en la muestra. Las reacciones efectuadas son las siguientes: (Bayer,

1996; http://accurex biomedical.com/turea/htm):

H,N-CO-NH, +Hy0 —ureasa 3 2NH; + CO,

NH; + Hipoclorito + Cromégeno fenélico ——— . color verde
La cuantificaciéon del NUL a partir de los métodos quimicos generan resultados de gran
exactitud y precision, debido a ello, recientemente se han desarrollado equipos automatizados

para la cuantificacion de NUL basados en el método de Berthelot, realizando una

modificacion a la reaccién para mejorar la sensibilidad del método. Los resultados obteni-
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dos con estos equipos son muy confiables, presentando desviacicones estiandar menores a 0.5 y
coeficientes de variacién menores a 2 % en la exactitud. Para la precisién se tienen
desviaciones estindar menores a 0.25 y coeficientes de variacién menores a 2% al compararse

con un método enzimiético de referencia (http://Bentleyinstruments.com).

5.1.3 Espectrometria de Infrarrojo (EIR)

En la década de los 1970°s se desarrollaron equipos automatizados basados en espectrometria
de IR para estimar la concentracion de grasa, proteina, lactosa y sélidos no grasos en la leche.
Debido a que muestras individuales de las vacas son colectadas rutinariamente por las
asociaciones DHIA, el uso de la tecnologia de EIR ofreci6 un medio rapido y de bajo costo
para medir los componentes de la leche. Los equipos con esta tecnologia emplean la
espectroscopia de infrarrojo medio con absorcion especifica por medio de un sistema 6ptico
de haz tnico con filtros IR especificos (ver Figura 3). Por lo tanto, el anilisis de la leche por
medio del EIR se basa en la absorci6n de energia IR a longitudes de onda especificas de cada
uno de los grupos funcionales de los diferentes compuestos de interés. Por ejemplo, los grupos
carbonilo en los grupos funcionales €ster de las moléculas de grasa se detectan a 3.48 nm y
5.723 nm, los enlaces peptidicos entre los aminodcidos de las moléculas de proteina se
detectan a 6.465 nm y los grupos hidroxilo de la molécula de la lactosa a 9.610 nm (AOAC,
1997; Marshall, 1993).

o ——F--D

Detector dptico

Rueda de filtros IR Cubeta de muestra
Figura 3. Sistema Optico de haz Ginico con filtros IR especificos
En la década de los 1990°s se inicid la medicion del NUL mediante la tecnologia de EIR

(Faust y Kilmer, 1996). Sin embargo, la longitud de onda a la cual se detectan los grupos

funcionales del NUL, también detecta los grupos funcionales de otros componentes de la
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leche, como la grasa, la proteina, la lactosa, y los citratos (Godden et al., 2000). Esto
resulta en una menor exactitud y precisién en la cuantificacién del NUL por EIR,
demostrandose que el anilisis por EIR puede subestimar o sobrestimar las concentraciones de
NUL (Young, 2001). Debido a que la concentracién de cada grupo de compuestos que crean
interferencia en la medicién del NUL varia entre vacas, el anilisis por EIR puede hacer
estimaciones diferentes de su concentracién real. Por lo anterior, se ha recomendado
interpretar los resultados de forma agrupada, con un minimo de 8 6 10 vacas (Broderick y
Clayton, 1997; Shepers y Meijer, 1998, http://www.inform.umd.edw/ManureNet/ MUN/MUN
samp.htm).

5.1.4 Método estandar para cuantificar NUL

El método esténdar internacional de referencia para cuantificar NUL es el método diferencial
de pH; basado en el mismo principio que el método del Eurochem CL, aprobado por la
Federacién Internacional de la Leche (IDF) como método de referencia para cuantificar NUL.
Ambos métodos son superiores en exactitud y precision al analisis del NUL efectuado por EIR

(Young., 2001; http://www.dhia.org/mundata.htm).
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IV. JUSTIFICACION

Al ser la concentracién de nitrégeno ureico en leche (NUL) un indicador fécil de medir y
confiable del balance de la dieta proporcionada al ganado lechero, resulta de sumo interés el
evaluar la relacién del NUL con respecto a la dieta (proteina cruda y proteina soluble del

alimento), y a la proteina de la leche, especificamente la caseina.

V. HIPOTESIS
La concentracién de proteina soluble y cruda de la dieta afecta la concentracién de nitrégeno

ureico y afecta la concentracién de la proteina cruda y la caseina de la leche.

V1. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la proteina soluble y cruda de la dieta sobre la concentracion de NUL y su
relacién con la concentracién de la proteina cruda y la caseina de la leche.

2. Objetivos Especificos

2.1 Estimar la relacion entre la proteina de la dieta (soluble y cruda) y la concentracion de

NUL en vacas de primer parto en establos lecheros comerciales.
2.2 Evaluar la relacién entre la concentracién de NUL y la concentracion de la proteina cruda,
la caseina total y las caseinas o y B de la leche, en vacas de primer parto en los establos en

estudio.

2.3 Determinar el porcentaje de variacién de la estimacion de NUL mediante Espectrometria

de Infrarrojo con respecto al método enzimético de Berthelot.
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VII. MATERIALES Y METODOS
A. MATERIALES

1. MATERIAL QUiMICO

Caseina y caseinas a y f (Sigma Chemical Co.). Los reactivos utilizados en la electroforesis
fueron los siguientes: acrilamida, bisacrilamida, persulfato de amonio, TEMED, urea, azul
Commassie R-250 y G-250, Tris, glicina, azul de bromofenol y estandares de peso molecular
fueron grado electroforesis (BIORAD). El conservador adicionado a la leche fue el bronopol
(2-bromo-2-nitropropano-1,3 diol) (D&F, Control Systems, San Ramon, Ca). Estindares de
leche adquiridos en DQCI Services, Inc. (Mounds View, MN). Las sales y reactivos restantes

utilizados, fueron grado reactivo de la marca Baker.

2. MATERIAL BIOLOGICO

Leche: recolectada en un muestreo Unico durante la estacién de invierno (2000-2001). El
volumen de cada muestra fue de 40 mL. Las muestras fueron conservadas en viales de plastico
a 4°C hasta su andlisis; en un plazo no mayor a 48 horas.

Alimento de ganado lechero: simultdneamente a la reccleccién de las muestras de leche,

fueron recolectadas dos muestras representativas del alimento en cada establo.
B. METODOS

1. SELECCION DE ESTABLOS

Con informacién proporcionada por la Asociacién Holstein de México, se seleccionaron seis
establos con poblacién mayor a 250 vacas en linea y con antecedentes que mostraban la
existencia de diferentes concentraciones de NUL, asi como un bajo nimero de células
somaticas. Se consideraron tres intervalos <e valores de NUL, los cuales fueron identificados
de la siguiente manera: bajo, vacas cuyo historial indicaba valore§ de NUL menores a 12
mg/dL; medio, vacas cuyo historial indicaba valores de NUL entre 12.1 a 17.9 mg/dL y alto,

vacas cuyo historial indicaba valores de NUL mayores a 18 mg/dL (Hutjens y Barmore, 1995).
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La seleccidn de establos se realizo para tratar de asegurar hasta donde fuese posible, el trabajar
con unidades en donde la mayoria de las vacas presentara un bajo nimero de celulas
somaticas y también en donde existiesen vacas con los diferentes intervalos de concentracion
de NUL. Se eligieron vacas de primera lactancia para trabajar con un grupo de animales de
edad similar.

En la primer etapa de la seleccién de los establos, se revisé la informacién de los seis meses
previos al estudio de 20 establos del estado de Querétaro, 28 establos del estado de
Guanajuato y cinco establos del estado de Aguascalientes. Para el caso del nitrogeno ureico,
se trabajé con los resultados promedio de los seis meses analizados y se seleccionaron
aqueilus establos con la menor variabilidad y cuyo promedio estuviese en el intervalo de 12 a
18 mg/dL de NUL. En el caso del indicador células somaticas, se seleccionaron los establos
con niveles promedio de células soméiticas menor a 282,000 células/mL. Aunado a lo anterior,
se tomd en cuenta el porcentaje de vacas pertenecientes a cada nivel de células somaticas
(categorizacion empleada en la Asociacién Holstein de México): bajo (< 282,000), medio
(283,000 a 1,130,000) y alio (= 1,131,000). En el Cuadro 12 se presentan los doce establos
que fueron seleccionados después de este proceso.

En la segunda etapa de la seleccién, se determiné el porcentaje de vacas pertenecientes a cada
nivel de NUL de los cuatro meses previos al estudio. De los 12 establos de la primer etapa,
resultaron seleccionados seis, dos por cada estado (Cuadro 13) correspondientes a los establos
3,5,6,7, 11y 12 del Cuadro 12, asegurando que existieran animales en cada uno de los tres
niveles de NUL.

Finalmente, en la tercera y wltima etapa se revisé la informacion de los filtimos dos meses del
listado de las vacas pertenecientes a cada establo. Se seleccionaron para cada establo 12 vacas
para cada nivel de NUL (con un valor constante de NUL en los dos meses) y con un bajo
numero de células somaticas Con lo anterior, se obtuvo un total de 216 vacas; 36 para cada

establo.
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Cuadro 12. Porcentaje de vacas en el establo de cada nivel de células somaticas después de la

primer etapa de seleccion

Establo Estado’ Vacasen NUL (mg/dL) % de vacas del hato’
linea Promedio Bajo’  Medio*  Alto®
1 Q 685 17.6 £3.5 84 13 3
2 Q 715 18.5 + 4.1 80 15 5
3 Q 876 17.7+2.3 64 24 12
4 Q 453 18.4+32 67 21 12
5 Q 311 14719 73 20 7
6 G 442 18.0£2.5 78 17 5
7 G 253 17.9+22 80 15 5
8 G 576 19.0+3.5 78 17 5
9 G 557 18.3+3.0 71 22 7
10 G 429 15.2£3.1 77 16 7
11 A 293 16.7 £ 3.1 60 28 12
12 A 747 149+23 73 19 8

' Q: Querétaro, G: Guanajuato, A: Aguascalientes

? porcentaje de vacas en el establo pertenecientes a cada nivel de células somaticas

3 Bajo: escala lineal 0-4, 4 Medio: escala lineal 5-6,

NUL: Nitrégeno ureico en leche

5 Alto: escala lineal 7-9
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Cuadro 13. Porcentaje de vacas en el establo de cada nivel de NUL después de la segunda

etapa de seleccidn.

mes NUL (mg/dL)" mes NUL (mg/dL)"
Establo <13 13.1-179 >18 [Establo <13 13.1-179 >18
1-Q7  Abril 955 2697 6348 2-Q° Abrl 18.64 3521 46.73
Mayo 1522 25.69  59.09 Mayo 21.94 4001 38.05
Junio 32.82 3822 28.96 Junio 2597 36.83 45.72
Julio 39.56 39.95  20.49 Julio 36.83 4578 17.39
3-G®  Abril 740 2028 7232 4G°  Abil 1278 30.83  56.39
Mayo 18.11 41.76 40.13 Mayo 14.34 35.09 5057
Junio 1023 2580 63.97 Junio 9.96  35.64 54.40
Julio 3570 41.94 22.36 Julio 17.81 3644 4575
5-A*  Abnl 17.10 2972 53.18  6-A*  Abril 2386 5056 2528
Mayo 16.02 21.78 62.20 Mayo 2548 4330 31.22
Junio 24.04 3445 4151 Junio 30.98 42.94 26.08
Julio 2445 3152 3152 Julio 2198 3564 42.38

! Porcentaje de vacas en cada nivel de nitrégeno ureico en leche (NUL)

2 Q: Querétaro
3 G: Guanajuato

* A: Aguascalientes
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1.1 Origen del alimento y las muestras de la leche

Se trabajo con vacas de la raza Holstein-Friesian, dc ias cuales se obtuvieron las muestras de
leche. Los animales fueron manejados conforme a las practicas comunes de cada rancho. El
numero de animales por establo fue de 36. Fueron seleccionados animales de primer parto, no
importando el mimero de dias en leche.

La ubicacidn de los establos fue la siguiente:

e 2 establos ubicados en el estado de Querétaro

e 2 establos ubicados en el estado de Guanajuato

e 2 establos ubicadcs en el estado de Aguascalientes

Se obtuvieron muestras de leche de cada uno de los ordefios efectuados en cada establo.
Simultineamente, se tomaron muestras de alimento para los analisis correspondientes. En
todos los establos se ofrecia una dieta Gnica a las vacas que se les realizé el muestreo, por lo

que se colectaron dos muestras representativas de alimento en cada establo.

1.2 Manejo de las muestras

A la leche se le adicioné el conservador bronopol para evitar la proliferacion de
microorganismos y se conservaron en refrigeracién hasta su analisis.

Las muestras de alimento recolectadas, fueron almacenadas en bolsas de plastico y papel,
dependiendo de la humedad de la muestra, y posteriormente, se conservaron en refrigeracion

hasta que fueron secadas y molidas para analizarse.

2. ANALISIS DEL ALIMENTO DEL GANADO

Antes de los andlisis correspondientes, las muestras de alimento fueron secadas a una
temperatura de 50°C, durante cinco horas en una estufa (Precision, GCA Corporation).
Postsriormente se molieron en un molino Thomas-Wiley, modelo 4 de Thomas Scientific,

hasta pasar por malla de un mm.

2.1 Determinaciéon de materia seca

Se pesaron dos gramos de muestra en vasos previamente tarados. Las muestras se secaron en

una estufa (Precision, GCA Corporation) a una temperatura de 100°C durante cinco horas y
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después se dejaron enfriar en un desecador durante dos horas. Posteriormente, las muestras se
volvieron a pesar para determinar el pesc perdido debido a la humedad (Método 934.01,
AOAC 1997).

2.2 Cuantificacién de proteina cruda del alimento
La determinacién de proteina cruda se realizé por el método de Kjeldahl, con un Analizador
Kjeltec Tecator 1035. Brevemente, se pesaron 0.5 g de muestra, a los que se les adicion6 1.9 g
de mezcla catalitica, y 10 mL de 4cido sulfiirico. La digestion se llevé a cabo a 400°C por tres
horas en un Digestor Gerhardt. Las muestras se dejaron enfriar y se destilaron, utilizando HCl
0.1 N como titulante. (Método 984.13, AOAC 1997).

2.3 Determinacion de proteina soluble

Se realizé conforme al método modificado de Crooker et al. (1978). Se pesaron 0.1 gramos
muestra, a los que se adicionaron 25 mL de la solucién reguladora de McDougall (0.13 g
MgCl,-6H,0, 3.68 g Na,HPO,, 0.053 g CaCl,-2H,0, 0.57 g KCl, 047 g NaCl y 9.8 g
NaHCQO;, por litro de solucién). Se agitaron las muestras durante 60 minutos a 150 rpm y
40°C. Posteriormente fueron filtradas las muestras con papel Whatman # 54. Las muestras
recolectadas en el papel filtro se enjuagaron con 10 mL de la solucién de Mc Dougall y 10 mL
de agua grado HPLC y se les determiné el contenido de proteina cruda, mediante el método de
Kjeldahl, con un Analizador Kjeltec Tecator 1035, (Método 984.13, AOAC 1997).

El resultado obtenido, fue el contenido de proteina insoluble en el alimento. Por lo tanto, para
obtener el resultado de proteina soluble, se resté el valor anterior al resultado de proteina

cruda.

3. ANALISIS DE LA LECHE
A las muestras de leche obtenidas en cada ordefio, se les determind la proteina cruda, el NUL
y la caseina. Para el analisis de caseina, se obtuvo una muestra compuesta por vaca, de los

ordefios efectuados.
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3.1 Cuantificacién de proteina cruda y NUL

El anilisis de proteina cruda y NUL en ieche (expresados en % y mg/dL, respectivamente), se
realizé con un equipo Infrarrojo Bentley 2000 (Bentley Instruments Inc) (Marshall, 1993;
AOAC, 1997; Godden et al., 2000); el cual se calibré con estindares de leche de conocida

composicién (DQCI Services, Inc).

3.2 Extraccion y cuantificacién de la caseina

3.2.1 Extraccién de la caseina

Un volumen de 15 mL de leche por muestra fue delipidizado mediante centrifugacién (4500 g,
20 minutos a 4°C). La caseina se obtuvo mediante precipitacion acida de la leche delipidizada
a pH de 4.3 con HCI 1 N a 4°C (McKenzie, 1971). Se realizé una segunda centrifugacién a
4500 g por 15 min a 4°C. El precipitado se disolvié en 15 mL de agua, y se ajust6 el pH a 7.0
con NaOH 1 N. La precipitacién 4cida, centrifugacion y pasos de disolucion en agua fueron
repetidos. Finalmente, la solucién de caseina fue dializada durante 48 hrs a 4°C, en agua
desionizada. Las muestras fueron almacenadas en viales de plastico a temperatura de -70°C,

hasta su analisis (Van Hekken y Thompson, 1992).

3.2.2 Cuantificacién de caseina por Bradford

Se cuantificé el contenido de caseina total de las muestras mediante el método de Bradford,
utilizando caseina grado reactivo como estandar (Basch, et al., 1985; Bradford, 1976; Douglas
etal., 1981).

La curva de calibracién se realizé en el intervalo de concentracion de 20 a 200 pg de

“caseina/mL (Apéndice 1). Para el analisis de las muestras, a 100 pL del extracto de caseina
se le adicionaron 900 pL de la solucion: 50 mM Tris, 5 M urea, 10 mM 2-mercaptoetanol y 5
mL del reactivo de Bradford (100 mg de azul Coomassie G-250, 50 mL de etanol al 95 % y
100 mL de 4cido fosférico al 85%, diluido a 1 L con agua HPLC). Las muestras fueron
mezcladas en un vortex y se midié su absorboncia a una longitud de onda de 595 nm
(Bradford, 1976).

1
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3.2.3 Cuantificacion de oy P caszina por electroforesis (UREA-PAGE) y densitometria
Las caseinas fueron idemuificadas y cuantificadas por electroforesis en geles de poliaciilamida
(UREA-PAGE) (Van Hekken y Thompson, 1992; Kim y Jiménez, 1993), utilizando un equipo
Hoeffer Scientific, Mighty Small 250.

Las fracciones de caseina fueron separadas bajo las siguientes condiciones: gel de separacion,
8 % T (concentracién total de los monémeros acrilamida y bisacrilamida), pH 8.9, urea4 My
gel de alineamiento, 5 % T, pH 6.7, urea 4 M.

La solucion reguladora de la cdmara del electrodo fue: 6 g de Tris y 28.8 g de glicina por litro,
a pH 8.3. Las condiciones de corrida de los geles fueron 15 mA.

Las muestras para analizar por electroforesis se prepararon de la siguiente manera: a 50 pL del
extracto de caseina, se le adicionaron 500 uL de la siguiente solucién: urea 6 M, 100 pL de
azul de bromofenol al 0.1% y 200 pLL de 2-mercaptoetanol (Kim y Jiménez, 1993).
Posteriormente, se inyectaron 10 ul de las muestras anteriores en cada pozo del gel, 12 pL de
marcadores de peso molecular y 5 pulL de estandar de o y B caseina, respectivamente. Para
determinar los pesos moleculares de las caseinas, se utilizaron marcadores de peso molecular,
que comprendieron el intervalo de 10 a 250 kDa. Se utilizaron estindares de o y B caseina
para su identificacion y cuantificacion. Los geles fueron revelados con la solucion de Azul
Coomassie R-250.

Una vez reveladas las bandas de las diferentes caseinas, se determiné su peso molecular y se
cuantificaron por densitometria, con equipo y software de Kodak (Scientific Imaging Systems,

Eastman Kodak Company).

4. ANALISIS ESTADISTICO

En el andlisis estadistico de los datos, la diferencia entre medias de las mediciones realizadas
se efectud por la prueba de Tukey; se plantearon ademas, varios modelos lineales de efectos
fijos y mixtos para establecer relaciones entre las variables de interés. En primer lugar se
plantearon modelos lineales de efectos fijos para establecer la posible relacion entre el NUL,
la proteina y la caseina de la leche respecto a la proteina de la dieta. Los siguientes modelos
lineales de efectos mixtos fueron para determinar si existio relacién entre la proteina y caseina

de la leche respecto al NUL. Finalmente, se plante6 un modelo lineal de efectos mixtos para
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determinar si existié relacion entre la produccion lactea y su composicién. Los anlisis

anteriores fueron realizados con el programa JMP Version 4.04 (SAS).

4.1 Variables
4.1.1 Variables dependientes o de respuesta
¥ NUL
% Proteina cruda de la leche (PCL)
¥ Caseina total
¥ Produccién de leche

4.1.2 Variables independientes o predictoras

¥ Proteina cruda de la dieta (PCA) ¥ Grasa lactea

¥ Proteina soluble de la dieta (PSA) ¥ Lactosa

¥ Vaca ¥ Dias en leche (DEL)
¥ Establo

¥ PCL

¥ NUL

4.2 Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre NUL y la dieta.

Las variables independientes fueron PCA y PSA; la variable dependiente fue la concentracion

de NUL.
"Modelo: Y = Bo + P1PCA + B.PSA + ¢
Donde: Y representa la concentracion de NUL (mg/dL)

Bo» B1, B2 son los parametros del modelo

PCA es la variatle proteina cruda de la dieta (%)
PSA es la variable proteina soluble de la dieta (%) |
> es el error aleatorio
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4.3 Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre la concentracién de PCL y

la dieta.

de PCL.

Modelo:

Donde: Y
Bos B1, B2
PCA
PSA

€

4.4 Modelo de efectos fijos para determinar la relaciéon en
caseina y la dieta.

Las variables independientes fueron PCA 'y PSA;

Y = Bo + PiPCA + PPSA + ¢

representa la concentracién de PCL (%)
son los pardmetros del modelo

es la variable proteina cruda de la dieta
es la variable proteina soluble de la dieta

es el error aleatorio

concentracion de caseina.

Modelo:

Donde: Y
BO, Bl, BZ
PCA
PSA

€

Y = BO + BlPCA + BzPSA + g

representa la concentracién de caseina (g/L)
son los parametros del modelo

es la variable proteina cruda de la dieta

es la variable proteina soluble de la dieta

es ¢l error aleatorio

la variable dependiente fue

Las variables independientes fueron PCA y PSA; la variable dependiente fue la concentracion

tre la concentracion de

la
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4.5 Modelo de efectos mixtos con un efecto anidado para determinar la relacion entre la
proteina en la leckey el NUL.
Las variables independientes fueron la concentracion de NUL, el establo y la vaca (efecto

aleatorio anidado en el establo); la variable dependiente fue la concentracién de PCL.

Modelo: Y = Bo + BlNUL + ET;+ VEDj;e t &k
Donde: Yijx representa la concentracion de PCL (%)
Bo, B1 son los parametros del modelo
NUL es la variable nitrégeno ureico lacteo (mg/dL)
ET; es el efecto del establo (i=1,2, ... 6)

V(ET)s es el efecto de lavaca (j= 1,2, .... 36) anidada en el establo i.

Eijk es el error aleatorio

4.6 Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre la caseina de la leche y el
NUL.
Las variables independientes fueron las concentraciones de PCL, NUL, el establo y los dias en

leche (DEL); la variable dependiente fue la concentracién de caseina en la leche.

Modelo: Y; = Po + PiPCL+ B.NUL + BsDEL + ET; + s
Donde: Yj; representa la concentracion de caseina (g/L)

Bo, B1s B2 son los parimetros del modelo

PCL es la variable proteina cruda (%)

NUL es la variable nitrégeno ureico (mg/dL)

DEL es la variable dias en leche

ET; es el efecto del establo (i=1, 2,..6)

€ij es el error aleatorio
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4.7 Modelo de efectos mixtos con un efecto anidado para determinar la relacion entre la
produccion de la leche y su composicion.

Las variables independientes fueron la concentracién de PCL, grasa, lactosa y NUL; la vaca
(efecto aleatorio anidado en el establo), el establo y los dias en leche; la variable dependiente

fue la produccién de leche.

Modelo: Yijk = [30 + ﬁlPCL + BzNUL + B3GL +[34LT + [35DEL+ ET;
+ VEED);n + &ijk

Donde:
Yijk representa la produccién de leche (kg/dia)
Bo, B1,--Bs  son los parametros del modelo
PCL es la variable proteina cruda lactea (%)
NUL es la variable nitrégeno ureico lacteo (mg/dL)
GL es la variable grasa de la leche (%)
LT es la variable lactosa (%)
DEL es la variable dias en leche
ET; es el efecto del establo (i=1, 2, .... 6)

VET)a es el efecto de 1a vaca (j =1, 2, .... 36) anidada en el establo i

Eijk es el error aleatorio
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5. CUANTIFICACION DEL NUL MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE
INFRARROJO Y EL METODO ENZIMATICO DE BERTHELOT

5.1 Determinacion del niimero de muestras a analizar

El nimero de muestras se calcul6 con base en la siguiente férmula (Motulsky, 1995):

Donde: SD = desviacion estindar

=
I
N

SD n= niimero de muestras

Precision
La n se calculé con una SD = 4 y una precisién de 1 mg/dL; resultando n= 64.

5.2 Material Quimico
Kit para determinacién de urea (Bayer Diagnostics, Publication No. TL9-6924J6), 4cido
tricloroacético (TCA), agua destilada.

5.3 Material biolégico
Se recolectaron 64 muestras de leche de establos comerciales. Las muestras de leche
utilizadas como estindares para realizar la calibracién por ambos métodos fueron adquiridas

del Laboratorio DQCI Services, Minnesotta, E.U.A.

5.4 Metodologia

Las muestras de leche fueron conservadas con 2-bromo-2-nitropropano-1,3 diol (bronopol) y
almacenadas a 4°C hasta su anilisis (méaximo 24 hrs después de su recepcién). Las muestras
fueron divididas en 2 partes, una para realizar el anilisis por EIR y la otra para realizar el
andlisis por el método de Berthelot. Las muestras analizadas por el método de Berthelot se les
.di6 el siguiente tratamiento: las muestras de leche fueron homogeneizadas y 200 ul fueron
delipidizados y deproteinizados adicionando 1.8 mL de TCA al 3%, a 4°C. Después de 5
minutos, las muestras de leche se centrifugaron a 3500 x g durante 30 minutos a 4°C. El

sobrenadante se utiliz6 para la determinacién de NUL por el método de Berthelot.
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5.4.1 Procedimiento para determinacién de NUL mediante el kit No. 6374 (Bayer

Diagnostics):

Se utilizaron 3 series de tubos: tubos blanco, tubos estdndar y tvbos de muestra. A cada serie

de tubos a analizar se les dio el tratamiento mostrado en el Cuadro 14. Una vez adicionados

todos los reactivos, los tubos fueron agitados en un vértex por aproximadamente 1G-15
segundos y se incubaron nuevamente en bafio Maria a 37°C por 10 minutos. Las absorbencias

de fueron detectadas a una longitud de onda de 546 nm. Las muestras fueron analizadas por

duplicado.

Cuadro 14 Procedimiento seguido para la determinacién de NUL en cada serie dc tubos

analizados.

Blanco Estandar Muestra
Leche delipidizada - -- 200 uL
Estandar NUL - 200 uL ---
Ureasa 200 pL 200 pL 200 pL
Agua 200 pL - -—

Mezclar e incubar a 37° C durante 10 minutos y adicionar las soluciones de:

Fenol-nitroprusiato de sodio 5mL 5 mL 5mL
Hipoclorito de sodio 5mL 5mL SmL

Los resultados de la comparacién de los métodos empleados para la cuantificacién de NUL se

analizaron mediante estadistica descriptiva. Los andlisis anteriores fueron realizados con el

programa JMP Versién 4.04 (SAS).
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

1. ALIMENTO DE LOS ANIMALES

En cada establo se recolectaron dos muestras de alimento. Los resultados de la FCA (Cuadro

15) indicaron que ésta fue igual para todos los establos, excepto para el establo Aguascalientes
6, que present6 el valor méds bajo de PCA (p < 0.05). La concentracién de PSA fue muy

variable en los establos en estudio, cuyo intervalo fue de 24.93 a 39.38 %. Para el caso del

NUL, se formaron 3 grupos diferentes (p < 0.05): el establo de Aguascalientes 6, que presentd

la concentracién maés elevada de NUL; los establos Querétaro 1, Guanajuato 3 v 4 mostraron

una concentracion media de NUL y en los establos Querétaro 2 y Aguascalientes 5 se

observé una concentracién baja de NUL.

Cuadro 15. Resultados promedio del analisis del alimento consumido por el ganado y el

nitrégeno ureico en la leche (NUL).

Establo PCA' (%) PSA? (%) NUL (mg/dL)
Querétaro 1 18.49* + 0.13 24.93% +3.21 16.28° + 7.2
Querétaro 2 18.10°+ 0.11 39.38°+0.09 10.00% + 5.9
Guanajuato 3 18.18*+0.25 28.25% +0.37 14.43°+ 52
Guanajuato 4 17.20° + 0.25 39.31°+ 1.67 15.96°+7.5
" Aguascalientes 5 17.23* + 0.69 35.53%+0.35 11.53* + 6.0
Aguascalientes 6 15.30° + 0.39 27.19° +2.75 19.32°+ 6.7

'PCA: proteina cruda del alimento (base seca)

’pPSA: proteina soluble del alimento (base seca) como % de PCA

Las literales representan diferencias significativas en las medias (p <0.05)
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Con los resultados anteriores se evalud la relacién existente entre el consimo de proteina
(cruda y soluble) por las vacas y el NUL presente en la leche. Lo anterior se realizo
determinando los coeficientes de correlacién entre las variables y mediante el desarrollo de un
modelo de regresion lineal de efectos fijos entre el NUL (variable respuesta) y las variables
PCA y PSA (variables predictoras).

Las correlaciones entre PCA y PSA respecto a NUL no fueron significativas (p = 0.25), lo que
puede indicar que la dieta no tuvo efecto sobre la concentracién del NUL (Cuadro 16). Lo
anterior se corroboré con el modelo desarrollado para explicar la concentracién de NUL con
base en la concentracion de proteina de la dieta suministrada a los animales, y se presenta més
adelante. Las variables independientes (PCA y PSA) y el modelo no fueron significativos (p =
0.21 para PCA y p = 0.18 para PSA y el modelo, respectivamente). La ausencia de efecto
puede estar relacionada con lo siguiente:

1) En cada establo se les proporcionaba a las vacas una dieta unica, por lo que tedricamente,
todas las vacas comian lo mismo (particularmente proteina). Lo tnico diferente en este caso es
la cantidad de alimento consumido por cada animal; informacién con la que no se contd y no
se pudo estimar el consumo real individual.

2) Como consecuencia de manejar una dieta tinica y no contar con la cantidad consumida de
proteina por cada animal, asi como el balance proteico de la dieta; los resultados fueron
analizados como promedios, teniendo inicamente 6 puntos para establecer las relaciones entre
PCA, PSA y NUL. Debido a lo anterior, los resultados pueden no ser claros y la relacion

existente entre las variables medidas se encuentre confundida.

€uadro 16. Correlaciones de las variables NUL, PCA y PSA.

Variables Correlacion (r)
NUL y PCA - 0.5667*

NUL y PSA - 0.6307*

PCA y PSA 0.0677

Nitrégeno ureico en leche (mg/dL) Proteina cruda del alimento (% base seca)

Proteina soluble del alimento (% base seca) como % de PCA

* p=0.25 n=6
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Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre NUL 5 !a dieta
La relacién entre las variables nutricionales (PCA, PSA) y la concentracién de NUL fue

descrita por la siguiente ecuacién (Apéndice 2A):

NUL = 51.52 - 1.54 PCA - 0.31 PSA
p=021 p=0.18
¥=0.67;, p= 0.18
Donde:
NUL = nitrégeno ureico lacteo (mg/dL)
PCA = proteina cruda del alimento (%, base seca)

PSA = proteina soluble del alimento (%, base seca) como % de PCA

Los resultados de este trabajo difieren de otros estudios realizados. Debido al metabolismo
propio de la vaca, se esperaba que al incrementarse las concentraciones de PCA'y PSA
de la dieta, el NUL también se incrementara, tal como se ha informado en diversos
trabajos. Lyatuu y Eastridge (2002) encontraron que el % de PCA y su ingesta
estuvieron correlacionadas positivamente con el NUL (r = 0.24, p < 0.01; r = 0.16, p < 0.05,
respectivamente). Al realizar la regresién individual de cada variable, 1a PCA explicé s6lo el
11 % de la variabilidad observada en NUL, mientras que su ingesta explicé el 16 % de ia
variabilidad del NUL. De igual manera, existen més trabajos que han encontrado una relacién
positiva entre la PCA y el NUL (Baker et al., 1995; Broderick y Clayton, 1997; Godden et al.,
2001a; Hof et al., 1997; Roseler et al., 1993; Schepers y Meijer, 1998).

Si bien las correlaciones encontradas entre PCA respecto al NUL en los trabajos anteriores no
son grandes, si son significativas y en este caso la importancia radica en que es una relacién
positiva, lo cual es perfectamente explicable con el metabolismo desarrollado en la vaca: la
proteina ingerida por el animal (PCA, PDR y PSA) es metabolizada en el rumen y es
transformada a proteina bacteriana, amoniaco y 4cidos grasos voldtiles por la microbiota.
Cuando se tienen excesos de proteina se incrementa la produccién de amoniaco en el rumen,
que posteriormente se metaboliza a urea en el higado. Esto tiene como consecuencia un

incremento de nitrégeno ureico en todos los fluidos corporales del animal, entre ellos la leche

(NUL).
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Con base en la informacién anterior, los resultados picsentados pueden sugerir que los
establos Querétaro 1, Guanajuato 3 y 4 tenian una dieta balanceada en las proporciones de los
diferentes tipos de proteina; mientras que los establos Querétaro 2 y Aguascalientes 5 y
6 aparentemente tuvieron un desbalance en la proteina de su dieta. Esta aseveracién se
hace tomando en cuenta los valores de NUL de cada establo y comparindolos con los
limites recomendados. Sin embargo, para precisar atin m4s esta informacién, hace falta tomar
en cuenta la produccién de leche, ademds de la concentracién de PCL y caseina, valores que
se analizardn a continuacién.

Cabe destacar que todos los establos (con excepci6n del establo Aguascalientes 6) presentaron
concentraciones de PCA adecuadas para alimentar el ganade lechero, puesto que la
recomendacion para vacas altas productoras es de 18-i9 % PCA (Crooker et al., 1997). Por
otro lado, la concentracién de PSA estuvo desbalanceada, al estar por arriba o por debajo de
las recomendaciones generales del NRC (31-34 % PSA) en los establos en estudio (Hutjens,
2004).
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2. ANALISIS DE LA LECHE

2.1 Variables analizadas en la leche

En el Cuadro 17 se presentan los resultados promedio de las variables analizadas en la leche;
asi como la produccién y dias en leche promedio para las vacas de los seis establos en estudio.
El establo Querétaro 2 presenté la concentracién més alta de PCL (3.58 %) y el establo
Aguascalicntes 6 presento la concentracién mas baja (3.05% PCL). Los establos restantes no
mostraron diferencia estadistica en la concentracién de PCL. La produccién de PCL se vi6
influenciada por la produccién lactea, por 1o que los establos con mayor produccién de PCL
fueron Guanajuato 3 y Aguascalientes 5 (1142 g y 1184 g de PCL, respectivamente).

Los establos con mayor concentracién de caseina fueron Querétaro 2, Guanajuato 4 y
Aguascalientes 5 (24.8, 23.8 y 23.3 g/L de caseina, respectivamente). Es importante hacer
notar que dos de los tres establos anteriores fueron los que tenian las concentraciones mas
bajas de NUL (Querétaro 2, 10 mg/dL y Aguascalientes 5, 11.53 mg/dL}. Los valores
resultantes de concentracion de la caseina en los establos fueron ligeramente menores al valor
reportado de 27 g/L (Alais, 1988). Esto tal vez se debi6 a que durante la etapa de extraccién
de la caseina pudieron existir pérdidas de esta proteina.

Con respecto a la produccion de caseina, los establos Guanajuato 3 y Aguascalientes 5
tuvieron las mayores producciones de caseina (793 y 844 g de caseina por vaca,
respectivamente). En los demds establos la produccién de caseina fue similar. La produccién
de caseina, al igual que la produccion de PCL, estuvo influenciada por la produccién de leche.
Los establos que presentaron las mayores producciones de leche fueron Guanajuato 3 y
Aguascalientes 5 (35.3 y 36.2 kg de leche/vaca/dia, respectivamente; p < 0.05). El establo
Aguascalientes 6 present6é una produccion ligeramente menor a los establos anteriores (31.1
kg de leche/vaca/dia); mientras que los establos Querétaro 1, Querétaro 2 y Guanajuato 4
presentaron las producciones de leche mas bajas de los establos analizados (26.0, 27.3 y 274
kg de leche/vaca/dia, respectivamente; p < 0.05)

En las proporciones de caseina total no existieron diferencias estadl"sticamente significativas

entre los establos (con excepcion del establo Querétaro 1, con una proporcién de 65.5 % de
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caseina, respecto a la proteina total), prczentando valores dentro de los limites (68. 7% — 83.7
%) que han sido reportados en otros trabajos experimentales (Cerbulis y Farrel, 1975). Cabe
destacar que aunque se encuentran dentro de los limites reportados, estdn més cercanos al
limite inferior. La razén para esto como ya se mencioné anteriormente, es que pudieron existir
pérdidas de la caseina durante su extraccion.

Finalmente, aunque en promedio no existié diferencia estadistica en DEL entre los establos,
los animales no se encontraban en la misma etapa de lactacion, indicado por las desviaciones

cstandar tan elevadas que se observaron en esta variable.

Cuadro 17. Resultados promedio dz 1a leche analizada por establo.

n QRO 1 QRO 2 TO3 GTO 4 AGS5 AGS 6

NUL' (mg/dL) 36 16.28°+72 10.00°+59 14.43°+52 1596°+7.5 11.53*°+6.0 19.32°+6.7
PCL?(%, p/p) 36 3.32°40.31 3.58°+043 325°+026 3.32°+0.31 3.33°+£029 3.05°+0.26
PCL? (g) 36 852°+291 965°+267 1142°+206 897°+215 1184°1266 944°+262
Caseina® (g/L) 36 21.8'+24 24.8+28 224®+31 238*+34 233429 21.8+2.1
Caseina’(g) - 36 558°+190 667°+186 793" +194 648°+171 844°+226 681®+211
Caseina® (%) 36 655°+6.4 70.0°+ 4.5 69.1%°+87 720°+68 70.8°+67 71.7°+4.8
Produccién’ 36 26.0°+9 27.3*18.1 353°+67 27.4%°%7.1 362°%87 31.1*%9.1
DEL® 36 214+59  209+62 21071  215+74 195+54  202%79

QRO = Querétaro;

GTO = Guanajuato;

'NUL, nitrégeno ureico en leche;

*Produccién de proteina en la leche (g)

* Caseina (g/L);

AGS = Aguascalientes

’pCL, proteina cruda en leche (% peso/peso);

Produccién de caseina (g);

®Proporcién de caseina = caseina/PCL?; la proporcién de caseina es una aproximacién del valor real por no

contar con el valor de densidad de las muestras de leche

Produccién de leche promedio/dia/vaca (kg);

®DEL, Dias en leche ,

Las literales representan diferencia estadistica significativa (p < 0.05)
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Con los resultados mostrados en = Cuadro 17 se observé que a mayor concentracion de NUL
existid una menor concentracién de PCL y viceversa; es decir, se presenté una relacion
inversa entre NUL y PCL. Esto se ejemplifica con los establos Aguascalientes 6 (19.32 mg/dL
NUL y 3.05 % PCL) y Querétaro 2 (10.00 mg/dL. NUL y 3.58 % PCL). Los establos
restantes presentaron igual concentracion de PCL y sus valores de NUiL se encontraron
dentro de los limites recomendados por Hutjens y Barmore (1995), cuyo intervalo es de 12-18
mg/dLL de NUL (excepto Querétaro 2, con 10 mg/dL y Aguascalientes 5, con 11.53 mg/dL
NUL).

En el establo Aguascalientes 5 se present6 una relacion inversa entre NUL y la produccion de
PCL. Fue uno de los dos establos con baja conceniracion de NUL y también uno de los dos
que presento la mayor producciin de FCL (11.53 mg/dL NUL, 1184 gramos de PCL/vaca). El
otro establo con alta producciéon de PCL fue Guanajuato 3, aunque su concentracion de NUL
estuvo dentro de los limites normales (1142 g PCL/vaca, 14.43 mg/dL. NUL). Los otros
establos tuvieron la misma produccion de PCL por vaca.

Conjuntando la informacion obtenida del analisis del alimentc proporcionado a los animales y
el andlisis realizado a la leche, ya se puede precisar un poco mas si existié o no desbalance en
las dietas de cada uno de los establos. De acuerdo a las recomendaciones hechas por Hutjens y
Barmore (1995), los establos Querétaro 2 y Aguascalientes 5 que presentaron niveles muy
bajos de NUL (por debajo de 12 mg/dL; 10 y 11.53 mg/dL, respectivamente) y
elevadas concentraciones de PCL (3.58 % y 3.33 % respectivamente), los aminoédcidos
suministrados aparentemente fueron adecuados, pero la proporcion PDR/PSA no estuvo
balanceada y posiblemente existié un exceso de carbohidratos en el rumen. El establo
Aguascalientes 6 que tuvo una elevada concentracién de NUL (19.32 mg/dL) y una baja
concentracion de PCL (3.05 %), al parecer presentd un exceso de proteina con un desbalance
en las proporciones PDR/PSA y un déficit de carbohidratos en rumen. Mientras tanto,
los establos Querétaro 1, Guanajuato 3 y Guanajuato 4 con concentraciones de NUL 6ptimas
(16.28, 14.43 y 1596 mg/dL, respectivamente), aparentemente tuvieron un suministro
adecuado de aminodcidos asi como de carbohidratos en el rumen.

Por otra parte, la concentracion de PCL encontrada en todo; los establos (excepto

Aguascalientes 6, con 3.05 % PCL) fue superior al valor de referencia para la raza Holstein,
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el cual es de 3.1 — 3.2 % (Chalupa y Galligan, 1989; Jenness, 1985; Palmquist, 1995). Si
bien es cierto que existen diferencias importantes con respecto al valor referido, esto se debe
a que las tendencias actuales y desde hace tiempo son el incrementar les porcentajes
de grasa y mds recientemente, los porcentajes de PCL en la leche; realizando para ello
modificaciones en algunas actividades, encontrindose entre las mas importantes el
mejoramiento genético y el balance de las dietas ofrecidas al ganado lechero.

Con base en los resuitados obtenidos y la informacién anterior, parece apreciarse que si
existié un desbalance en la proteina (% PCA; % PSA) proporcionada al ganado en 5 de los 6
establos; sin embargo, no se puede ser mds concluyente debido a que se requieren otras
variables de la dieta que son de fundamental importancia [PDR, PNDR, carbohidratos
(solubles y no solubles), fracciones de fibra, energia, etc.) para explicar los resultados
obtenidos. Un ejempio puede ser el establo Querétaro 1, con un 3.32 % de PCL y una
concentracion de caseina de 21.8 g/L. En este caso, el hecho notable es que a pesar de tener
una elevada concentracion de proteina lictea, su concentracién de caseina fue igual al establo
Aguascalientes 6, que presenté la mas baja concentraciéon de PCL (3.05 %). Se podria asumir
que existié una ineficiencia en la conversion del nitrégeno de la dieta a nitrégeno proteico en
el establo Querétaro 1. Al tratar de justificar los resultados con base en la dieta, se observo
que ambos establos tuvieron una baja concentracién de PSA, contrario a lo observado en
PCA, siendo mayor en el establo Querétaro 1 (18.49%) que en el establo Aguascalientes 6
(15.30%). Al tener una concentracién de PCA por arriba del limite recomendado, se podria
suponer que incrementd las concentraciones de NUL, provocando una disminucién en los
componentes de la leche, entre ellos, la caseina. Sin embargo, al no tener completos los
factores de la dieta que pueden influir en los resultados obtenidos, las conclusiones no pueden
ser mas contundentes.

A pesar que las conclusiones a las que se llegan con Hutjens y Barmore (1995) son
diferentes, el establo Aguascalientes 5 fue el tnico en donde los resultados parecen indicar
que tuve el mejor balance en su dieta, al presentar las concentraciones més cercanas de PCA y
PSA alos limites recomendados, una baja concentraciéon de NUL (11.53 mg/dL)) muy cercana
al limite inferior recomendado (12 mg/dL) y que se pudo ver reflejado en una elevada
produccion de leche (36.2 kg leche/vaca/dia) y altas concentraciones de PCL y caseina (3.33
% PCL, 23.3 g/L caseina).
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2.2 Proporciones encontradas de oy  cascina

En la Figura 4 se presenta un gel de electroforesis en donde se indican las bandas
correspondientes a la o y B caseina analizadas mediante UREA-PAGE y cuantificadas por
densitometria. Se puede apreciar que la o caseina presenté un peso molecuiar de
aproximadamente 50 kDa, mientras que el peso molecular de [ caseina fue 200 kDa,

resultados que sugieren que la o caseina se encontraba en forma de dimero y la B caseina

como tetramero.

Peso molecular

-caseina
B >

o-caseina

11 24 3 16 28 9 17

Nimero de muestra

Figura 4. Gel de electroforesis (UREA-PAGE) representativo en donde se muestran las
bandas de o y B caseina (a-CN y B-CN) analizadas en las muestras de leche 11, 24, 3, 16, 28,
9 y 17 del establo Guanajuato 3. Fueron inyectados 20 pL muestray 10 pL de los estandares
de peso molecular y de o caseina (a-CN) y P caseina (B-CN). Los marcadores de peso

molecular fueron 250, 200, 100, 75, 50 y 37 kDa '
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Por densitometria se calcularon las proporciones de la o y 3 caseina encontradas en los
establos en estudio (proporcién con respecto a la caseina total), mostradas en el Cuadro 18.
Las proporciones de o y B caseina sintetizadas se encontraron dcitro de los limites reportados
(45-63 % para o caseina y 19-30 % para B caseina). No se encontr6 diferencia entre los
establos en las concentraciones de ambas proteinas, resultados que sugieren que
independientemente de la cantidad sintetizada de caseina, las proporciones de o y B caseina se
mantienen; y por lo tanto, nuestra variable de interés (NUL) no influyé en las proporciones de
oy B caseina. Lo anterior se corrobora con los resultados de las correlaciones efectuadas entre
el NUL y las proporciones de o y B caseina (Cuadro 19), que indicaron la ausencia de una
relacién lineal entre NUL y las proporciones de o y B caseina. Aunque no existen hasta el
momento reportes en donde se relacione al NUL con las proporciones de o y B caseina
sintetizada, el resultado obtenido es comprensible al disminuir Gnicamente la sintesis de

caseina total, manteniéndose las proporciones de a y B caseina.

Cuadro 18 Proporciones de o y B caseina encontradas en los seis establos analizados

Establo n a~-caseina (%) B-caseina (%)
Querétaro 1 36 58 +£0.48 27 £0.95
Querétaro 2 36 57+ 0.64 27 £0.77
Guanajuato 3 36 58 +£0.90 28 £0.78
Guanajuato 4 36 57+0.45 28 £ 0.75
Aguascaiientes 5 36 58 £0.87 28 £ 0.89
Aguascalientes 6 36 57 £0.37 27 +£0.68
Referencia' 45-63 19-30
! Cheftel (1989) :
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La correlacién encontrada critre las proporciones de o y B caseina fue positiva y significativa.

Lo anterior significa que ambos tipos de caseina incrementaron o decrementarorn sus

proporciones al mismo tiempo pero en diferente magnitud (Cuadro 19).

Cuadro 19 Correlaciones entre el nitrégeno ureico y las caseinas a.y

Correlacion (r)

variables

NUL y CN-alfa (%) - 0.0923*

NUL y CN-beta (%) - 0.0433*
0.1362%*

CN-aifa y CN-beta (%)

NUL: Nitrégeno ureico licteo (mg/dL)
CN-alfa (%): Proporcion de caseina alfa (g caseina alfa/g caseina total)*100

CN-beta (%): Proporcién de caseina beta (g caseina beta/g caseina total)*100
*»=0.19 **p <0.05

Nuamero de datos: 216
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2.3 Relaciones encontradas entre las variables analizadas

Los resultados dz1 an4lisis estadistico de los modelos se presentan en el apéndice 2.

2.3.1 Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre PCL (%) y la dieta
Variable de respuesta: PCL (%)
Variables predictoras: PCA (%) y PSA (%)

Modelo:

PCL = 1.11 + 0.1 PCA + 0.02PSA (Apéndice 2B)
p=0.057 p=0.071

* = 0.855; p=0.055

En el modelo propuesto para establecer la relacion entre la PCL (%) y la dieta (Apéndice 2B),
se observd una tendencia a incrementar la concentracion de PCL (%) conforme se
incrementaban las concentraciones de PCA (%) y PSA (%). Las variables predictoras
utilizadas en el modelo explicaron el 85 % de la variacién de PCL (r* = 0.855). Se observaron
dos puntos atipicos (correspondientes a los establos Querétaro 2 y Aguascalientes 6) que al ser
eliminados del modelo, disminuyé el coeficiente de determinacién (r* = 0.25) y el modelo y
las variables predictoras fueron no significativos. Sin embargo, los datos fueron revisados con
detenimiento, concluyéndose que los datos son correctos y por lo cual se trabajé con el
modelo planteado inicialmente.

Si bien el porcentaje de PCL puede ser influenciado por otros factores (estacién, genética,
mastitis, etc), en este estudio se enfoco el factor nutricional, con énfasis en la proteina de la
dieta [PCA (%) y PSA (%)].

Anteriormente se pensaba que la proteina de la dieta tenia una minima o nula influencia en la
PCL, a menos que fuese severamente restringida. Existen estudios que demuestran que el
porcentaje de PCA si puede influenciar el porcentaje de PCL. Emery (1978) encontrd que la
concentracion de PCL se incrementaba en 0.02 % por cada incremento de PCA de 1%;
concluyendo ademas la necesidad de realizar mas estudios disefiados para medir los efectos de

la dieta sobre la concentracién de PCL. Smoler et al. (1998) establecieron modelos basados
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(1975) recomendaron que la PNDR debe contener un perfil de aminoacidos similar al de la
caseina, especificamente para los aminodcidos metionina, lisina, fenilalanina histidina y
treonina. En la revisién realizada por Emery (1978) se mencionan varios estudios que
demostraron que infusiones abomasales de proteina o aminoacidos incrementaron la
concentracién de PVL hasta en 0.2%. Lo anterior sugiere que ademds de proveer de manera
adecuada la PDR para la sintesis de proteina microbiana en el rumen, se requiere también
suministrar PNDR de alta calidad para asegurar la sintesis adecuada de PVL en la glandula
marmaria.

Un punto muy importante y en el cual se debe hacer énfasis es que no necesariamente
elevadas concentraciones de FCL significa que también se encontrarin elevadas
concentraciones de PVL, como las proteinas del suero y la caseina. En el presente estudio, el
establo Querétaro 1 presentd este problema; a pesar que su concentracién de PCL fue alta
(3.32 %), su concentracién de caseina fue tan baja como para el establo Aguascalientes 6
(21.8 g/L), que a su vez presento la concentracién de PCL mads baja de los establos (3.05 %).
Lo que sugiere que las concentraciones de la PDR y la PNDR no eran las adecuadas, o bien,
que la PNDR era de baja calidad; limitando la sintesis de PVL en general y en consecuencia,
también la caseina.

En la literatura, generalmente la variable PNDR es la que més se ha asociado positivamente
con la concentracion de PVL. Sin embargo, en el presente estudio la variable PSA se asoci6é
significativamente con la caseina, proteina principal de la leche y constituyente principal de la
PVL. Este comportamiento resultd interesante, lo que tal vez puede sugerir que la
concentracion de PSA era la adecuada, o que no se encontraba en exceso en la dieta
Suministrada a los animales. Sin embargo, al igual que en el modelo anterior se recomienda

tomar con reservas estos resultados dado el pequefio niimero de observaciones empleado.
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2.3.3 Modelo de efectos mixtos para determinar la relacié= entre PCL y el NUL
Variable respuesta: PCL (%)
Variables predictoras: NUL (mg/dL), establo, vaca[establo]

Modelo:
r =0.83; p<0.0001 (Apéndice 2D)

Establo Qro 1: PCL = 3.60 — 0.02NUL + 3.65ET,; + V(ET)w
p <0.0001 p<0.0001 p=0.16

Establo Qro 2: PCL = 3.60 — 0.02NUL + 3.79ET, + V(ET)jp
p<0.0001 p<0.0001 p <0.0001

Establo Gto 3: PCL = 3.60 — 0.02NUL + 353ET; + V(ET)a
p <0.0001 p<0.0001 p=0.07

Establo Gto 4: PCL = 3.60 — 0.02NUL + 3.63ETs + V(ET)y
p<0.0001 p<0.0001 p=0.33

Establo Ags 5: PCL = 3.60 - 0.02NUL + 355ETs + V(ET)s
p <0.0001 p<0.0001 p=0.21

Establo Ags 6: PCL = 3.60 — 0.02NUL + 3.60 ETs + V(ET)jq
p <0.0001 p<0.0001 p < 0.0001

El modelo y la variable predictora NUL fueron significativos (Apéndice 2D), y explicaron el
83 % de la variabilidad de la PCL (r* = 0.828). Los componentes de varianza para el efecto
aleatorio V(ET)j;) fueron: limite inferior: 0.0371 y limite superior: 0.0682. El comportamiento
de los residuales fue adecuado, aunque existieron algunos puntos atipicos que no fueron
influventes en el modelo.

Con el modelo anterior y con la correlacion efectuada entre NUL (mg/dL) y PCL (%) (r = -
0.69, p < 0.0001, Apéndice 2D.1) se observé claramente que la cencentracién de NUL se
relacioné de manera negativa con la concentracién de PCL, tal como se aprecia en la Figura
5. Al respecto, se han encontrado resultados variables en la relacién entre PCL y NUL.

Lyatuu'y Eastridge (2002) no observaron influencia del NUL en el porcentaje de PCL. Sin
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Figura 5. Relacion cncontrada enire la concentracién de proteina de la leche y el nitr6geno

ureico licteo (NUL). La proteina se midié en porcentaje y el NUL en mg/dL. Namero de
datos: 539

embargo, Godden et al. (2001b), observaron el mismo comportamiento para PCL y NUL
mostrado en este trabajo. Ellos concluyeron que si bien la asociacién entre ambas variables
fue negativa y significativa, al parecer tenia poco valor practico, dado el valor numérico tan
bajo que obtuvieron. Aunque en ese trabajo no midieron caseina, los resultados son por demas
interesantes, al existir muy pocos estudios en donde se asocie el NUL con la proteina de la
leche. A diferencia de lo que concluyeron Godden et al. (2001b), se considera que los
resultados obtenidos en el presente trabajo ademas de la significancia estadistica, también son
de valor econémico, ya que actualmente existen empresas que pagan una cantidad extra por
cada centésima de punto porcentual en la concentracion de PCL. Adicionalmente, este
sistema de pago de la leche puede generalizarse a mediano plazo, tal como ocurrié en
Francia y Australia y como esti sucediendo actualmente en los Estados Unidos
(http://www.dhia.org/mundata.htm).

La justificacion a la relacion negativa presentada entre PCL y NUL podria ser por el balance
presentado en la dieta. La sobrealimentacion de proteina total por encima de las
recomendaciones, resulta en una pérdida de energia, porque se necesijta glucosa para sintetizar
urea en el higado y excretar el exceso de nitrogeno suministrado en la dieta como urea

(Palmquist, 1995). Por lo tanto, la energia disponible para la sintesis de leche y sus constitu-
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yentes disminuye al canalizarla al ciclo de la urea, el cual es muy costoso energéticamente.
La conversién de amoniaco a urea en el higado tiene un costo estimado de 12 Kcal/g de
exceso de nitrégeno excretado (Godden et al., 2001b). Usando un modelo de la Universidad
de Comell y considerando una lectura de 20 mg/dL, se estimé que habria una reduccién en la
nroduccién de leche equivalente a 3.5 L diarios (Arias y Nesti de Alonso, 1999). Vandehaar
(1998) predijo que la pérdida de energia por alimentar con un exceso de 2 % de PCA (una
dieta de 19 % PCA) podria tener un costo de 0.36 Mcal/dia. Esta podria ser la explicacion
principal a la relacién inversa entre PCL y NUL; también observada para la produccion de

leche y la concentracion de grasa lactea (Godden et al., 2001b).
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2.3.4 Medelo de efectos fijos para determinar la relacién entre la caseina {g/L) y el NUL
Variable respuesta: Caseina (CN, g/L)
Variables predictoras: Proteina (%), NUL (mg/dL), DEL, establo

Modelo:
r =0.54; p<0.0001 (Apéndice 2E)

Establo Qro 1: CN = 882 + 480PCL - 0.107NUL + 7.55ET;
p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
Establo Qro 2: CN = 882 + 480PCL - 0.107NUL + 9.15ET;
p<0.0001 p<0.000 p<0.0001 p=0.33
Establo Gto 3: CN = 882 + 480PCL - 0.107NUL + 8.36ET;
p<0.0001 p<00001 p<0.0001 p=0.15
Establo Gto 4: CN = 882 + 480PCL - 0.107NUL + 9.79ET,
p<0.0601 p<0.0001 p<0.0001 p<0.003
Establo Ags 5: CN = 882 + 480PCL - 0.107NUL + 8.78ETs
p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p=091
Establo Ags 6: CN = 882 + 480PCL - 0.107NUL + 8.82ETs
p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001

El modelo y las variables predictoras PCL y NUL fueron significativos (Apéndice 2E), y
explicaron el 54 % de la variabilidad de la concentracién de caseina en la leche (r2 =(.54). El
‘comportamiento de los residuales fue adecuado, aunque existieron algunos puntos atipicos
que no fueron influyentes en el modelo. La variable DEL fue eliminada del modelo debido a
que no fue significativa (p = 0.69).

Con el modelo anterior y el andlisis de correlacién entre las variables, se observé una relacion
negativa entre la concentracion de caseina y el NUL (r = -0.59, p < 0.0001, Figura 6) y
positiva con la concentracién de proteina (r = 0.67, p < 0.0001‘). Los resultados de las

correlaciones se muestran en el Apéndice 2E.1.
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Aunque no existe hasta e] momento bibliografia en donde se relacionen las concentraciones
de caseina con las de NUL, se puede deducir que si la concentracién de PCL sc ve afectada,

como va se demostr6 en resultados anteriores, estd sucediendo lo mismo con la caseina lictea.
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Figura 6. Relacion encontrada entre la caseina de la leche y el nitrégeno ureico lacteo (NUL).

La caseina se midi6 en g/L y el NUL en mg/dL. Numero de datos: 213
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Cuadro 21 Continuacidén

No. Muestra EIR MBT Diferencia %% Diferencia
NUL (mg/dL) NUL (mg/dL) EIR - ME2T
3 5.77 1745 -11.68 -202.43
60 11.83 28.59 -16.76 -141.67
61 7.23 27.69 -20.46 -282.99
62 15.58 18.52 -2.94 -18.87
63 10.56 24.10 -13.54 -128.22
64 9.94 1¢.07 -0.13 -1.31
65 11.45 23.03 -11.57 -101.05
66 17.40 11.70 5.70 32.56
07 10.36 11.70 -1.40 -14.04
68 16.20 12.90 3.30 20.52
69 16.20 12.50 3.70 22.79
70 13.00 11.70 1.30 9.65
71 11.70 12.90 -1.20 -10.63
72 16.90 15.00 1.90 11.03
73 16.50 15.80 0.70 4.24
74 16.60 20.00 -3.40 -20.19
75 17.10 12.50 4.60 26.94
76 17.20 15.00 2.20 12.84
77 13.80 18.30 -4.50 -32.99
Media Media
-0.22 162.32

EIR = Espectrometria de Infrarrojo

NUL = Nitrdégeno ureico en la leche

MBT = Método de Berthelot

% diferencia = (EIR-MBT)*100/EIR

Cuadro 22 Resultados promedio del anélisis realizado a los datos

n EIR MBT Diferencia % de diferencia Coeficiente
media media de correlacién
EIR-MBT
77 15.90 16.12 -0.22 162.32 0.2113

EIR = Espectrometria de Infrarrojo

% diferencia media = (EIR-MBT)*100/EIR

MBT = Método de Berthelot

n = ntimero de muestras
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En la Figura 7 se observa claramente la gran dispersién que existié entre los resultados
obtenidos por EIR y MBT, de aqui que ¢l coeficiente de correlacion tuviese un vaior tan bajo
(r =0.2113). Sin embargo, examinando con més detalle la calibracion realizada en el equipo
de Infrarrojo, asi como las concentraciones de los estindares usados para ello, se tom¢ la
decisién de formar 3 grupos con los resultados anteriores. Tomando como base la
concentracién de NUL de las muestras analizadas por EIR, se dividieron de la siguiente
manera: el primer grupo comprendié las muestras con concentraciones menores de 12.5
mg/dL, el segundo de 12.6-20.5 mg/dL y el tercero de més de 20.6 mg/dL (los Cuadros se
presentan en el Apéndice 3). En el Cuadro 23 se presenta un resumen de los resultados

obtenidos de la anterior agrupacién de los datos.

Correlaciones obtenidas entre los resultados de NUL analizados por EIR y MBT

NUL EIR NUL Berthelot
(mg/dL) (mg/dL)
NUL EIR (mg/dL) 1.0000 0.2113*
NUL Berthelot (mg/dL) 0.2113* 1.0000

NUL EIR = Anlisis de nitrégeno ureico por Espectrometria de Infrarrojo
NUL Berthelot = Anélisis de nitrégeno ureico por el método de Berthelot
p <0.065

Nimero de datos = 77
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Figura 7. Diagrama de dispersién de los resultados de NUL analizados por EIR y MBT
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Cuadro 23 Resumen de los resultados obtenidos después de la agrupacién de !os datos de

NUL (< 12.5 mg/dL, 12.6-20.5 mg/dL y > 20.6 mg/dL) analizado por EIK y MBT

Nivel de nitrégeno ureico en leche (NUL)
< 12.50 mg/dL 12.6-20.5 mg/dL. > 20.6 mg/dL

Numero de datos 26 28 23
EIR
Minimo -13.82 12.95 21.16
Méximo 12.29 20.59 39.43
MBT
Minimo 6.43 4.68 7.70
Maéximo 28.59 23.74 34.76
Diferencia media* -10.45 1.30 9.50
% Diferencia media** 441.40 7.10 35.80
EIR = Espectrometria de Infrarrojo MBT = Método de Berthelot

* Diferencia promedio = X (EIR - MBT)/miimero de muestras
** % Diferencia = I [(EIR - MBT)*100/EIR]/mimero de muestras

Claramente se muestra que cuando se tienen valores extremos de NUL (menores de 12.5 y
mayores a 20.6 mg/dL), la variacion (% diferencia media) se incrementa considerablemente.
El porcentaje de variacién a concentraciones menores de 12 mg/dL fue de 441.4 %, mientras
que a concentraciones mayores de 20.6 mg/dL fue de 35.8 %. En el intervalo de 12.6-20.5
mg/dL de NUL el porcentzje de variaciéon medio fue considerablemente inferior, 7.1 %,
aunque no despreciable por ser un método de cuantificacion. Los resultados anteriores podrian
explicarse con las siguientes razones:

1) Variabilidad inherente a la estimacion de NUL con tecnologia de EIR.

Los equipos que usan la tecnologia de EIR tienen la limitante de tener mayor porcentaje de

variabilidad en la medicién (hasta 10 %; comunicacion personal, Bentley Instruments) debido
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a que la longitud de onda a la cual se detecta el NUL, también se detectan otros componentes
de la leche (grasa, protcina, lactosa, citratos, células somaticas) creando interferencia en la
estimaciéon del NUL (Faust y Kilmer, 1996; Godden et al., 2000; Young, 2001). Estos
compuestos pueden tener un efecto positivo (grasa) o negativo (células somaéticas) en la
estimacién del NUL (Faust y Kilmer, 1996; Godden et al., 2000). Como los compuestos
anteriores se estiman a otras longitudes de onda, se realiza un ajuste matematico y se hace una
estimacidn indirecta de la concentracién de NUL en la muestra de leche, de tal manera que
aproximadamente el 45-50 % de la estimacién de NUL proviene de la sefial 6ptica, mientras
que el 50-55 % restante proviene del ajuste matematico realizado a causa de los compuestos
que interfieren en su deteccion (Godden et al., 2001). Con base en la forma en como se
realiza la cuantificacién de NUL, resulta mas ficil explicar la variabilidad de sus
estimaciones: debido a que las concentraciones de los compuestos que crean interferencia
varian de una vaca a otra, los equipos de EIR tienden a producir estimaciones diferentes de
NUL, aun cuando las muestras presenten la misma concentracion de NUL. Aunado a lo
anterior y tomando en cuenta la pequefia concentracion a la cual se encuentra presente el NUL
en la leche, se comprende la dificultad de obtener resultados mas confiables por EIR (1 L de
leche contienc aproximadamente 36 g de grasa, 32 g de proteina y solamente 0.12-0.18 g de
NUL).

2) Estandares de leche.

Su limitante es no contar con muestras reales con altas o bajas concentraciones de NUL. Las
concentraciones normales de la leche con la cual elaboran los estindares de NUL comprenden
el intervalo de aproximadamente 8 a 24 mg/dL. Como consecuencia, cuando se tienen
concentraciones fuera de este intervalo en las muestras de leche analizadas, los errores o
desviaciones en las mediciones se incrementan

Con base en la informacidén anterior se puede pensar el porqué ain se siguen utilizando
equipos de EIR para estimar las concentraciones de NUL. La respuesta a lo anterior es la
facilidad, rapidez y t3jo costo para estimar el NUL en las muestras de leche. Los métodos
quimicos, como el método de Berthelot, por el contrario, aunque son mas exactos y
precisos, son mds lentos y con un costo mucho mayor. Ademas, para disminuir la

variabilidad existente en las estimaciones individuales (por vaca) de NUL por EIR, se ha
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recomendado interpretar los resultados de forma agrupada, es decir, tener como minimo un
conjunto de 8 a 10 vacas (por ejemplo, agrupar las vacas que tengan la misma dieta, como
seria el caso de las vacas pertenecientes a un mismo corral) y promediar sus resultados de
NUL para poder dar alguna interpretacién a este valor y utilizarlo al momento de balancear las
dietas suministradas a los animales; o bien, que las muestras de leche sean tomadas
directamente del tanque del establo (Broderick y Clayton, 1997; Shepers y Meijer, 1998;
http://www.inform.edu/ManureNet/MUN/MUN/MUNsamp.htm).

Al iguai que en el presente estudio, Godden et al. (2000) realizaron una comparacion entre los
resultados de NUL estimados con EIR y con el Eurochem CL (método de referencia), y
encontraron que la diferencia media entre ambos métodos era de 0.84 mg/dL. En el presente
estudio la diferencia media fue de 1.30 mg/dL para el intervalo de concentraciones de 12.6-
20.5 mg/dL, nivel de NUL al cual se cree los resultados son més confiables por las razones
descritas anteriormente. Puede observarse que ambos resultados son muy similares (0.84
mg/dL y 1.3 mg/dL); sin embargo, no podemos ser mas concluyentes debido a que ellos no
deterininaron el porcentaje de diferencia media entre los métodos, valor que como se describid
anteriormente representa con mayor exactitud la variabilidad encontrada entre ambos
métodos. Finalmente, Godden et al (2000) concluyeron que existi6 una pérdida de
concordancia en los resultados individuales obtenidos por ambos métodos, pero al ser
agrupados los resultados fueron similares entres si.

Con lo descrito anteriormente se concluye que los resultados obtenidos por EIR son confiables
en un intervalo de concentracién de 12-20 mg/dL con una variacidon media de 7%, y teniendo

en cuenta la consideracion de utilizar los resultados de forma agrupada.
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que las dietas de los establos presentaron
desbalances en las proporciones de PCA y PSA suministradas a los animales. Los residuales
de los modelos relacionados con dieta, presentaron una varianza no constante.

Los resultados demostraron que los excesos de la concentracién de NUL se relacionaron de
forma negativa con la concentracion de PCL. Por su parte, la proporcién de caseina (g
caseina/g PC en leche) y las proporciones de o y P caseina (g caseina o,P/g caseina) se
mantuvieron constantes; es decir, no fueron afectadas por la concentracién de NUL.

Se concluye ademds, que la concentracién de PCL no es un valor que indique de manera
confiable la concentracién sintetizada de PVL, principalmente caseina, que es la de mayor
importancia econémica e industrial. Se sugiere por lo tanto, sustituir la medicién de proteina
de % PCL a % PVL para obtener resultados aiin mas exactos de la eficiencia de! alimento
proporcionado al ganado lechero.

Finalmente, los resultados de la comparacién realizada del andlisis de NUL por EIR respecto a
MBT mostraron que existié un porcentaje de diferencia media muy grande a valores extremos
de NUL (441 % para concentraciones menores a 12 mg/dL y 35.8 % para concentraciones
mayores de 20 mg/dL, 35.8%). Para el intervalo de concentraciones de 12-20 mg/dL el % de
variacién fue de 7 %. Con base en lo anterior, se considera que las mediciones realizadas en

este intervalo son confiables, con las consideraciones necesarias.
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APENDICE 1.

Curva de calibracién de caseina mediante ¢l método de Bradford

KCm de calibracion para cuantificar caseina |
10

0.8

g
o
|

Absotbencia
[=]
-
1

0.0 T T T T

0 50 100 150 200 250
Microgramos de caseina

— Curva de calibracion

Absorbenda = 0.08333 + 0.00359 Microgramos de caseina

P
R cuadrada ) 0.996539
R cuadrada Adj 0.996106
Raiz cuadrada del error medio 0.013976
Media 0.4895
hinnmero de observaciones 10

F
(anatisis of varianza )
GL Sumade cuadrados Cuadrado medio F

Modelb 1 0.44992189 0.449922  2303.444
Error 8 0.00156261 0.000195 Prob>F
C Tofal 9 0.45148450 <.0001

\

r(Parémetrns Estimados ]

Témino Estmado  Error estindat Razén Prob>|Yf

Intercepto 0.0833333 0.009547 8.73 <.0001

Microgramos de caseina 0.00353901 0.000075 47.99 <.0001
LL
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APENDICE 2A

Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre NUL (mg/dL) y la dieta

Variable respuesta: NUL (mg/dL)
Variables predictoras: PCA (%), PSA (%)

Resultados

r* ajustada

Raiz del error cuadrado medio
Media

Numero de observaciones

Anélisis de Varianza

Grados de
libertad (GL)
Modelo 2
Error 3
C. Total 5
Parametros Estimados
Estimado
Intercepto 51.524447
PCA (%) -1.535693
PSA (%) -0.314234
Prueba de efectos
Nparm GL
PCA (%) 1 1
PSA (%) 1 1

Grifico de los residuales

H
]

NUL (mg/dL) Residual
T i A

T T T T
10.0 125 15.0 17.5
NUL (mg/dL) Estimado

0.673637
0.456062
2.50243
14.58667
6
Suma de Cuadrado medio F
cuadrados (SC) (CM)
38.776661 19.3883 3.0961
18.786473 6.2622 Prob>F
57.563133 0.1864
Error estandar t Prob>|t|
17.38843 2.96 0.0594
0.964422 -1.59 0.2095
0.174573 -1.80 0.1697
SC F Prob>F
15.878121 2.5356 0.2095
20.289703 3.2400 0.1697
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APENDICE 2B

Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre PCL (%) y la dieta

Variable respuesta: PCL (%)
Variables predictoras: PCA (%), PSA (%)

Resultados

r 0.855164
1 ajustada 0.758607
Raiz del error cuadrado medio 0.083577
Media 3.308333
Numero de observaciones 6

Analisis de Varianza

Gradosde  Sumade cuadrados Cuadrado medio F
libertad (GL) (SO (CM)
Modelo 2 0.12372805 0.061864 8.8566
Error 3 0.02095529 0.006985 Prob>F
C. Total 5 0.14468333 0.0551

Parametros Estimates
Estimado Error estandar

Intercepto 1.10719 0.580744
PCA (%) 0.0966037 0.03221
PSA (%) 0.0159915 0.00583
Prueba de efectos

Nparm GL SC
PCA (%) 1 1 0.06283148
PSA (%) 1 1 0.05254680

Grifico de residuales

0.00—

PCL (%) Residual

-0.10— T T T T T
30 31 32 33 34 35 236

PCL (%) Estimado

1.91
3.00
2.74

8.9951
7.5227

Prob>|t|
0.1527
0.0577
0.0712

Prob>F
0.0577
0.0712
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APENDICE 2C

Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre la caseina {g/L) y la dieta

Variable respuesta: PCL (%)
Variables predictoras: PCA (%), PSA (%)

Resultados

r 0.907154
r* ajustada 0.883943
Raiz del error cuadrado medio 0.409043
Media 22.98333
Numero de observaciones 6

Analisis de Varianza

Grados de Suma de Cuadrado medio F
libertad (GL) cuadrados (SC) (C™M)
Modelo 1 6.5390700 6.53907 39.0822
Error 4 0.6692633 0.16732 Prob>F
C. Total 5 7.2083333 0.0033
Parametros Estimados
Estimado  Error estandar t Prob>t|
Intercepto 17.211097 0.938304 18.34 p <0.0001
PSA (%) 0.1779815 0.02847 6.25 0.0033
Prueba de efectos
Nparm GL SC F Prob>F
PSA (%) 1 1 6.5390700 39.0822 0.0033

Grafico de residuales

0.75

0.50

0.25+

0.00 - -

Caseina (g/L) Residixal

-0.26 -

-0.50- e e~
21 22 23 24 25
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APENDICE 2D

MgZdelo de efectos mixtos para determinar la relacion entre PCL y el NUL

Variable respuesta: PCL (%)
Variables predictoras: NUL (mg/dL), vaca, establo

Resultados

r 0.82833
1 ajustada 0.826419
Raiz del error cuadrado medio 0.142567
Media 3.287821
Niimero de observaciones 546

Anailisis of Varianza

Grados de Suma de cuadrados Cuadrado medio F
libertad (GL) (SO) (CM)
Modelo 221 52.861271 0.239191 11.7680
Error 324 6.585457 0.020325 Prob>F
C. Total 545 63.816706 <.0001

Parimetros Estimados

Estimado  Error estandar t Prob>{t|
Intercepto 3.59 0.029297 122.84 <.0001
NUL -0.02 0.001652 -11.87 <.0001
Establo[i]Vaca[j]
Establo Qro 1 3.65 0.036523 1.41 0.1593
Establo Qro 2 3.79 0.037841 5.09 <.0001
Establo Gto 3 3.53 0.03627 -1.8 0.0723
Establo Gto 4 3.63 0.037005 0.96 0.3371
Establo Ags 5 3.55 0.036494 -1.24 0.2169
Establo Ags 6 3.60

REML Componentes de Varianza estimados

Efecto aleatorio Razén de Componente de Error Limite Limite

Varianza Varianza estandar  inferior 95 % superior 95 %
Vaca[Establo]& aleatorio 2.4167306 0.0491212 0.0076065 0.0370575  0.0682426
Residual 0.0203255

Total 0.0694467 '
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Prneba de efectos

NUL
Vaca[Establo]& aleatorio
Establo

Griafico de Residuales
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Nparm GL  DFDen

1 1 324
216 215 324
5 5 215
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PCL (%) Estimado

Apéndice 2D.1

SC
2.862579
23.557633
0.921966

Correlaciones presentadas entre PCL (%) y NUL (mg/dL)

NUL (mg/dL)
PCL (%)
* p <0.0001
Ntmero de datos: 516

NUL (mg/dL)
1.0000 -0.688*
-0.688* 1.0000

PCL (%)

F
140.8369
5.3908
9.0720

Prob>F

<.0001
<.0001
<.0001
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Apéndice 2E.

Modelo de efectos fijos para determinar la relacién entre la caseina (g/L) y el NUL

Variable respuesta: Caseina (mg/dL)
Variables predictoras: NUL (mg/dL), vaca, establo

Resultados

ol 0.537581
¢ ajustada 0.519536
Raiz del error cuadrado medio 2.081098
Media 23.0085
Numero de observaciones 214

Analisis de Varianza

Grados de Suma de Cuadrado F
libertad (GL) cuadrados (SC) medio
(CM)

Modelo 7 1032.8392 147.548 34.4918
Error 205 889.7798 4278 Prob>F
C. Total 213 1922.6190 <.0001
Parametros Estimados

Estimado  Error estandar t Prob>{t|
Intercepto 8.822 2.184 4.04 <.0001
PCL (%) 4.800 0.581 8.26 <.0001
NUL (mg/dL) ~ -0.1068 0.027 -3.97 <.0001
Establo[1] 7.55 0.317 -4.01 <.0001
Establo[2] 9.15 0.338 0.97 0.3345
Establo[3] 8.36 0.317 -1.45 0.1498
Establo[4] 9.79 0.318 3.04 0.0027
Establo[5] 8.78 0.329 -0.11 0.9087
Establo[6] 8.82
Prueba de efectos

Nparm GL SC F Prob>F

PCL (%) 1 1 291.624 68.17 <.0001
NUL (mg/dL) 1 1 67.381 15.75 <.0001

Establo 5 5 110.722 5.18 0.0002
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Apéndice 2F.

Modelo de efectos mixtos con un efecto anidado para determinar la relacién entre la

nroduccién de leche y su composiciéon

Variable respuesta: Produccién de leche (kg)

Variables predictoras: PCL (%), NUL (mg/dL), grasa (%), lactosa (%), SNG (%), establo,

vaca(establo)
Resultadns
v 0.765585
1 ajustada 0761171
Raiz del error cuadradc medio 1.78838
Media 11.36236
Numero de observaciones 543

Anilisis of Varianza

Grados de Suma de cuadrados Cuadrado medio
libertad (GL) (SO (CM)
Modelo 222 5563.5525 25.0524
Error 320 1009.0608 3.1553
C. Total 542 7244.8522

Parametros Estimados

Estimado  Error estandar t

Intercepto 8.654 3.5639 243
PCL (%) -3.687 0.4981 -7.40
Grasa (%) -0.291 0.1117 -2.60
Lactosa (%) 3.679 0.7041 5.23
DEL -0.0065 0.0029 -2.21
Establo[1] -2.603 0.405 -6.43
Establo[2] 2.156 0.443 4.86
Establo[3] -0.072 0.402 -0.18
Establo[4] 2.013 0.431 4.67
Establo[5] 0.299 0.399 0.75
Establo[6] 8.65 ‘

Establo[]:Vaca[] 4.6E-06 1.03734 1.43

F

7.9422
Prob>F
<.0001

Prob>|t|
0.0157
<0.0001
0.0097
< 0.0001
0.0278
< 0.0001
<0.0001
0.8578
< 0.0001
0.4547

" 0.1535
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REML Componcates de varianza estimados

Efecto aleatorio
Varianza

Vaca[Establo]& aleatorio 1.7189279

Residual

Total

Prueba de efectos

Nparm GL DFDen

PCL (%) 1
NUL (mg/dL) 1
Grasa (%) 1
Lactosa (%) 1
SNG (%) 1

1

5

Vaca[Establo]& aleatorio 214 213

Establo

Grafico de residuales

~
L1
i
i

- W o
S

1
-—h

Produccién (kg) Residual

]
w

Produccién (kg) Estimada

Razén de Componente de
varianza
5.4976547
3.1983045
8.6959592

318
318
318
318
318
318
213

Shru

Error Limite Limite
estandar Inferior 95 % Superior 95%
0.885867 4.163799 7.7492641

SC F Proo>F
10.3508 3.2303 0.0730
0.6257 0.1956 0.6586
22.1416 6.9229 0.0089
2.4940 0.7798 0.3779
0.2882 0.0901 0.7642

2742.1057 4.0252 <.0001
252.6161 15.7969 <.0001
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APENDICE 2

Resultados de las concentraciones de NUL menores a 12.5 mg/dL analizado por
Espectrometria de Infrarrojo (EIR) y el Método de Berthelot (MBT)

No. EIR MBT Diferencia % Diferencia
Muestra EIR - MBT
48 -13.82 14.21 -28.03 -197.3
47 -6.16 13.49 -19.65 -145.7
52 -4.37 8.46 -12.83 -151.7
46 -1.04 21.22 -22.26 -104.9
49 -0.93 9.00 -9.93 -110.3
12 -0.32 11.08 -11.40 -102.9
54 -0.19 10.97 -11.16 -101.7
51 4.18 9.18 -5.00 -54.5
39 5.14 15.47 -10.33 -66.8
59 5.77 17.45 -11.68 -66.9
50 5.98 15.83 -9.85 -62.2
53 7.15 13.31 -6.16 -46.3
61 7.23 27.69 -20.46 -73.9
11 7.61 27.57 -19.96 -72.4
38 7.75 16.55 -8.80 -53.2
41 8.10 13.67 -5.57 -40.7
65 9.94 10.07 -0.13 -1.3
67 10.26 11.70 -1.44 -12.3
63 10.56 24.10 -13.54 -53.2
16 11.25 15.31 -4.06 -26.5
65 11.45 23.02 -11.57 -50.3
6 11.54 17.85 -6.31 -35.4
71 11.66 12.90 -1.24 -9.6
23 11.70 6.43 527 81.9
60 11.83 28.59 -16.76 -58.6
2 12.29 21.17 -8.88 -41.9
Media Media
-10.45 -63.9

EIR = Espectrometria de Infrarrojo

NUL = Nitrégeno ureico en la leche

MBT = Método de Berthelot

9% diferencia = (EIR-MBT)*100/EIR
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Resultados de las concentraciones de NUL (12.6 mg/dl 2

Esnectrometria de Infrarrojo (EIR) y el Método de Berthelot (MBT)

No. EIR MBT Diferencia % Diferenci»
muestra EIR - MBT
70 12.95 11.70 1.25 10.7
57 15.22 16.37 -3.15 -19.2
22 13.70 10.66 3.04 28.5
717 13.76 18.30 -4.54 -24.2
21 15.57 9.81 576 58.7
62 15.58 18.52 -2.94 -15.9
17 15.69 18.69 -3.00 -16.1
69 16.19 12.50 3.69 29.5
68 16.23 12.90 3.33 25.8
19 16.40 21.65 -5.25 24.2
44 16.47 11.15 5.32 47.7
73 16.50 15.80 0.70 44
20 16.52 13.62 2.90 213
74 16.64 20.00 -3.36 -16.8
8 16.81 16.58 0.23 1.4
72 16.86 15.00 1.86 12.4
75 17.11 12.50 4.61 36.9
42 17.15 15.47 1.68 109
58 17.19 4.68 12.51 267.3
76 17.21 15.00 2.21 14.7
14 17.34 17.85 -0.51 2.8
66 17.35 11.70 5.65 48.3
37 17.40 23.74 -6.34 -26.7
15 18.87 16.99 1.88 11.0
5 19.05 15.73 3.32 21.1
18 19.32 22.07 -2.75 -12.5
27 20.52 15.31 5.21 34.0
7 20.59 17.85 2.74 15.4
Media Media
1.3 7.1

EIR = Espectrometria de Infrarrojo

NUL = Nitrégeno ureico en la leche

MBT = Método de Berthelot

9% diferencia = (EIR-MBT)*100/EIR

20mg/dL) analizado por
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Resultados de las concentraciones de NUL mayores a 20.6 mg/dL analizado por
Espectrometria de Infrarrojo (EIR) y el Método de Berthelot (MBT)

No. EIR MBT Diferencia % Diferencia
Muestra EIR - MBT
25 21.16 11.50 9.66 84.0
26 21.29 8.12 13.17 162.2
32 21.69 16.58 5.11 30.8
40 21.76 10.07 11.69 116.1
29 22.64 11.50 11.14 96.9
24 23.26 7.70 15.56 202.2
45 23.40 11.33 12.07 106.5
30 23.54 7.70 15.84 205.7
56 23.69 21.04 2.65 12.6
36 23.95 20.68 3.27 15.8
10 25.11 22.92 2.19 9.5
55 25.13 22.84 2.29 10.0
1 25.16 23.48 1.68 7.2
28 25.30 12.35 12.95 104.8
31 26.00 11.50 14.50 126.1
3 26.79 27.07 -0.28 -1.0
33 29.41 15.31 14.10 92.1 -
9 29.85 24.19 5.66 23.4
13 31.09 34.76 -3.68 -10.6
34 33.30 11.08 22.22 200.5
4 33.64 25.60 8.04 314
43 35.22 21.76 13.46 61.9
35 3943 14.04 25.39 180.9
Media Media
9.5 38.8
EIR = Espectrometria de Infrarrojo MBT = Método de Berthelot

NUL = Nitrégeno ureico en la leche %, diferencia = (EIR-MBT)*100/EIR
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