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RESUMEN

La presente tesis doctoral se llevé a cabo comjetigo principal de estudiar la
posibilidad de mejorar la calidad nutritiva dedale de vaca, en particular el contenido
en acidos grasos poliinsaturados de la serie n€3.4, y mejorar los rendimientos
reproductivos, mediante la incorporacion de aceig®etales insaturados a la racién.

Para la realizacion de la tesis doctoral se raalizdos pruebas experimentales
en las que se utilizaron un total de 380 vacaslashde raza Holstein.

En la primera prueba se estudiaron los efectos deiplementacion con aceite
de soja o de linaza sobre la produccion y compmside la leche, asi como sobre el
perfil de acidos grasos (AG) de la leche, en coampén con una racion isoenergética e
isoproteica, sin grasa afiadida, en inicio de l&mtacSe utilizaron 6 vacas lecheras
multiparas de raza Holstein, con 67+17 dias erel¢DitL), una produccién media de
33,1+5,4 kg/dia y un peso vivo (PV) medio de 68P0+18 kg, que fueron distribuidas
al azar a los distintos tratamientos experiment&iégxperimento se realizé segin un
disefio en cuadrado latino replicado 3 x 3 con pgesode 21 dias. Los animales se
alojaron en cubiculos individuales que permitieebonontrol individual del consumo de
alimentos. Las raciones experimentales fueron:rob(racion sin grasa afadida), soja
(racion con un 4% de aceite de soja en el conamtydinaza (racion con un 4% de

aceite de linaza en el concentrado).

No se observaron diferencias estadisticamente fisiginva (p>0,05) en la
materia seca ingerida (kg/dia), la produccion dehde(kg/dia), ni el porcentaje y
cantidad de proteina y lactosa. En la variaciémpe®o diaria, tampoco se observan
diferencias significativas (p>0,05) entre los tnaientos. Tanto el porcentaje, como la
cantidad de grasa lactea producida fueron supsr{®€0,05) en los animales del grupo
control, que no consumieron aceite (4,24% y 1,79, lap relaciéon a los que
consumieron soja (2,77% y 1,12 kg) o linaza (3,20%,26 kg). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas (P>0@&% el contenido en C4:0, C8:0,
C12.0, C14:0, C14:1, C16:1 y C18:0. El contenideaCd8: 1trans-11(acido vaccénico)



fue significativamente superior (P<0,001) en ldh&de los animales que consumieron
aceite, frente a la racion control, presentandal®$inaza mayor contenido que los de
soja (1,79%, 2,65% y 3,4% para los tratamientostrobn soja y linaza,
respectivamente). El contenido en acido ruménictB(Zcis-9, trans-11CLA) de la
leche de los animales que fueron suplementadosacerie fue significativamente
(p<0,0001) mayor que la del grupo control (0,85 224 % y 1,38 % para los
tratamientos control, soja y linaza, respectivamenEl contenido en acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) fue inferior (P<0,05) en léeche de los animales que no
consumieron aceite frente a la de los que consomisoja o linaza (5, 71% frente a
7,31% vy 7,07%, respectivamente) y el de PUFA deeige n-3 fue superior (p<0,0001)
en la leche de los animales que consumieron lifhZ® %), seguido del tratamiento

con soja (0,816 %) y por ultimo el tratamiento coht0,576 ).

En el segundo trabajo experimental, se utilizaréd 8acas lecheras de raza
Holstein que se agruparon en 6 lotes homogéneaerprf distribuidos al azar a los
distintos tratamientos experimentales, en dos a@plipor tratamiento. Las raciones
experimentales fueron las mismas que se utilizaroel experimento 1. A los 32 £ 3
dias postparto, todas las vacas fueron sometidaspaotocolo de sincronizacion de la
ovulacion. A lo largo del periodo postparto (46,\687 dias postparto) se tomaron 3
muestras de 10 cc de sangre para analizar la doacém de acidos grasos no
esterificados (NEFA)B-hidroxibutirato (BHBA), Progesterona 4P Insulina, y el
factor de crecimiento similar a la insulina tipGF-1). Los datos reproductivos de las
374 vacas fueron recogidos a lo largo de todo ebge experimental y se controlaron:
dias al pico, nimero de inseminaciones, dias aBiedfas a la 12 inseminacion artificial
y porcentaje de deteccion de celos. Durante las ditmas semanas del periodo
experimental se seleccionaron 15 animales de cadadue se encontraban en media
lactacion (DEL=210+22), de los que se tomaron rmasstle leche (una muestra

semanal, semana 30, 31 y 32 de lactacion).

La suplementacion con aceites vegetales o el ipacgite empleado no afectd
(p>0,05) la ingestion de materia seca (kg/dia)praduccion de leche (kg/dia), la

produccion de leche corregida al 4 % de grasagrekeptaje de lactosa, ni las cantidades



(kg/dia) de proteina y lactosa. La leche de losnalds que consumieron aceite en la
racion (soja o linaza) presenté un menor porcerii®,05) de grasa que los del grupo
control (3, 41% frente a 2,65% y 2,99%, para lasatnientos control, soja y linaza,

respectivamente). El contenido en proteina de dheldfue superior (P<0,05) en el

tratamiento control (3,33%) que en los tratamiertms aceite (soja: 3,09% o linaza:

3,16%).

La grasa de la leche de los animales que no coesoimiaceite (control)
presentd un mayor contenido en C4:0, C12:.0, C1€16:1 (P<0,05) y C16:0
(P<0,0001) y un menor contenido C18:0 (P<0,05)lgwte los que consumieron aceite
de soja o de linaza. La concentracion en Cl@ahs-11 (4cido vaccénico) mas alta
(P<0,0001) se obtuvo en los animales que consumiaceite de linaza (3,45 %),
seguido del tratamiento con aceite de soja (1,89 @9r ultimo el tratamiento control
(1,55 %). Los animales alimentados con aceite gemesentaron el valor mas alto en
C18:0cis-9(26,24%) y C18:Zis-9, cis-12 (5,01%) seguidos por los que consumieron
aceite de linaza (23,20%, 4, 51%) y por ultimo dp® no consumieron aceite en la
racion (20,06%, 3,99%). La grasa de la leche deatomales que consumieron aceite
(soja o linaza) presentdé un mayor contenido erdtmsisomeros estudiados del acido
linoleico (C18:2cis-9, trans-11CLA (P<0,0001) y C18:2rans-10, cis 12CLA
(P<0,001). La de los que consumieron aceite dedimpsesentd un mayor contenido en
C18:2cis-9, trans-11CLA (acido ruménico), pero un menor contenido d8:2trans-
10, cis 12CLA que la de los que consumieron aceite de $0y®,05). La leche de los
animales de los tratamientos con aceite (sojaazdinpresentd un mayor contenido en
el total de &cidos grasos insaturados (P<0,000dnpmsaturados (MUFA) (P<0,001) y
poliinsaturados (PUFA) (P<0,0001) que la de los goeconsumieron aceite en la
racion (grupo control). EI mayor contenido en PUR8 (p<0,0001) se observo en la
leche de los animales que consumieron aceite dedi(il,34%) seguido del tratamiento
soja (0,891 %) y por ultimo el tratamiento contr@,845 %). El indice de
aterogenicidad fue mas alto (p<0,05) en la lechéogleanimales que no consumieron
aceite (3,295) comparado con los tratamientos ceiteade soja, (2,38) o linaza (2,42),

sin diferencias entre estos dos ultimos.



La concentracion media en plasma de betahidroxéiati (BHBA) fue
significativamente mayor (p<0,05) para el tratartuenon aceite de linaza (0,505
mmol/l), respecto al tratamiento aceite de sojdd® mmol/l), aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. La coneenin media del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo | (IGF-1), fue mayor (@81) en las vacas que consumieron la
racion control (162,71 ng/ml) y aceite de soja (637ng/ml) frente a las que
consumieron aceite de linaza (129,41 ng/ml). A &gd de todo el periodo
experimental, no se observaron diferencias estealistnte significativas entre
tratamientos para la concentracién de insulina B0y la concentracion plasmatica de
acidos grasos no esterificados (NEFA) (mmol/l,)). ¢@ncentracion plasmatica de
progesterona fue significativamente menor en lastnientos con aceite de soja (2,876

ng/ml) y linaza (3,613 ng/ml), frente al tratam@obntrol (4,572 ng/ml).

Los animales que consumieron aceites poliinsatgratola racion presentaron
mejor fertilidad a la primera inseminacion que te tratamiento control. Los dias
abiertos y dias a la primera inseminacion fuergnicativamente superiores (p<0,05)
en el tratamiento control (123,5 y 68,0, respeatieate), cuando los comparamos con

el de tratamiento aceite de linaza (75,00 y 49d$§pectivamente).

En conclusion, la suplementacion con aceites veggeilasaturados da lugar a un
aumento en el contenido en PUFA n-3 y C18s29, trans-11CLA (4cido ruménico),
lo que se asocia con una leche mas saludable atspento de vista de la salud
humana. En este trabajo, los indicadores metalsdtietstatusenergético de las vacas
no estuvieron afectados por las diferentes fuetegrasa incorporadas a las raciones,
presentando mejor fertilidad a la primera insemoradas vacas alimentadas con

aceites vegetales insaturados.



SUMMARY

The main aim of this doctoral thesis was to study possibility of improving
both the nutritional quality of cow’s milk, partieuly the n-3 series polyunsaturated
fatty acid and CLA content, and reproductive perfance by incorporating unsaturated

vegetable oils in the cattle feed.

For the purposes of the thesis, two experimentg warried out on a total of 380
Holstein dairy cows.

The first experiment studied the effects of soyéinseed oil supplementation in
early lactation on the production, composition datly acid profile of the milk, as
compared with isoenergetic and isoproteic feed authadded fat. Six multiparous
Holstein cows were used, which had 67+17 days ik (@iIM), an average production
of 33.1+5.4 kg/day and an average live weight (Lo%)682 + 10.18 kg. These were
randomly assigned to the different experimentalttreents. The experiment was carried
out following a 3 x 3 replicated Latin square deswgth 21 day periods. Each animal
was housed in its own cubicle, allowing food intakebe controlled individually. The
experimental feeds were: control (feed with no adtis), soya4% soya oil in the
feed concentrate) and linse@@s linseed oil in the feed concentrate).

No statistically significant differences (p>0.05)ere found in dry material
intake (kg/day), milk production (kg/day) or therpentage and amount of protein and
lactose. Neither were there significant differen@@s0.05) between treatments in daily
weight variation. Both the percentage and the armadirfat produced were higher
(P<0.05) in the control group of animals not trdateith oil (4.24% and 1.79 kg),
compared to those supplemented with soya oil (2. &b 1.12 kg) or linseed oll
(3.20% and 1.26 kg). No statistically significantfetences (p>0.05) in content were
found in C4:0, C8:0, C12:0, C14:0, C14:1, C16:1 #&mB:0. The C18:lirans-11
content (vaccenic acid) was found to be signifigahigher (p<0.0001) in the milk of

animals supplemented with oil than in that of tatool group, with a higher content



obtained with linseed oil than with soya oil (1.79265% and 3.4% for the control,
soya and linseed treatments respectively). The moreeid content (C18:8is-9, trans-
11 CLA) in the milk of animals fed with oil supplemsnwas significantly higher
(P<0.0001) than in that of the control group (02851.24 % and 1.38 % for the control,
soya and linseed treatments respectively). The upsigturated fatty acid (PUFA)
content was lower (P<0.05) in the milk of animadd given oil than in that of animals
supplemented with soya or linseed oil (5.71% comgbato 7.31% and 7.07%
respectively). The n-3 series PUFA content was dniglp<0.0001) in the milk of
animals treated with linseed oil (1.46%) and soya(@816%) with respect to the
control treatment (0.576%).

In the second experiment 374 Holstein dairy cowsewdivided into 6
homogeneous groups and randomly assigned to tfexetif experimental treatments,
with two replicates per treatment. The feeds adstened were the same as in the first
experiment. All the cows underwent an estrus syorabation protocol at 32 = 3 days
postpartum. Three 10 cc blood samples were exttattiang the postpartum period (at
46, 57 and 67 days postpartum) in order to analyseconcentration of non-esterified
fatty acids (NEFA)B-hydroxibutyrate (BHBA), progesterone,fPinsulin, and type 1
insulin-like growth factor (IGF-1). Reproductivetdaon all 374 cows was gathered
throughout the whole experimental period, and pgays, number of inseminations,
open days, days to first artificial inseminatiordahe heat detection percentage were
monitored. During the last three weeks of the expental period, milk samples were
taken at weeks 30, 31 and 32 of lactation (onewssk) from 15 animals in mid-
lactation selected from each group (DIM=210+22).

Supplementation with vegetable oils or the typeodfused did not affect
(p>0.05) dry material intake (kg/day), milk prodoct (kg/day), milk production
corrected to 4% fat, the percentage of lactoseheramounts (kg/day) of protein and
lactose. Milk from animals with soya or linseed adlded to their feed showed a lower
percentage (P<0.05) of fat (2.65% and 2.99% forasmyd linseed respectively) than
milk from the control group (3.41%). The proteinntent of the milk was higher



(P<0.05) in the control group (3.33%) than in tingéreals treated with oil supplements
(soya: 3.09%; linseed: 3.16%).

Fat in the milk of animals not treated with oil €tontrol group) was found to
have a higher content of C4:0, C12:0, C14:1, C{B%0.05) and C16:0 (P<0.0001) and
a lower C18:0 content (P<0.05) than in animals téeawith soya or linseed oil
supplements. The highest concentration of Ci&ds-11 (vaccenic acid) (P<0.0001)
was obtained from animals treated with linseed2#5%), followed by those treated
with soya oil (1.80%), and the lowest concentratisas found in animals in the
untreated control group (1.55%). Animals treatedhvwdoya oil showed the highest
content of C18:(is-9 (26.24%) and C18:2is-9, cis-12(5.01%), followed by those
treated with linseed oil (23.20% and 4. 51% respelst), while the lowest content was
found in animals not treated with oil suppleme28.06% and 3.99% respectively). Fat
in the milk of animals treated with soya or linsesidhad a higher linoleic acid content
in the two isomers studied: C1&-9, trans-11CLA (P<0.0001) and C18:2ans-10,
cis 12CLA (P<0.001). Milk from animals treated with leed oil contained more C18:2
cis-9, trans-11CLA (rumenic acid) but less C18tPans-10, cis 12CLA than that of
animals treated with soya oil (P<0.05). Milk fromiraals treated with either soya or
linseed oil supplements had a higher total of wnsééd fatty acids (P<0.0001),
monounsaturates (MUFA) (P<0.001) and polyunsatsr@@&FA) (P<0.0001) than that
of animals not treated with oil in the control gpourhe highest PUFA n-3 content
(p<0.0001) was found in milk from animals treateithwinseed oil (1.34%), followed
by those treated with soya (0.891%) and lastlyghnghe control group (0.845%). The
atherogenic index was higher (p<0.05) in the mifkaaimals not treated with oil
(3.295) than in that of animals treated with soyg238) or linseed oil (2.42), with no

difference between these last two.

The average beta-hydroxybutyrate plasma concemtrat(BHBA) was
significantly higher (p<0.05) with the linseed tiéatment (0.505 mmol/l) than with the
soya oil treatment (0.442 mmol/l), although thefald#nce was not statistically
significant. The average concentration of typesuim-like growth factor (IGF-1) was

greater (P<0.01) in cows given the control feed2(Z6 ng/ml) or soya oil supplement



(157.63 ng/ml) than in those treated with linsedd(129.41 ng/ml). Throughout the

experimental period, no statistically significantfetences between treatments were
observed in either insulin concentration (p>0.0b6Xh® plasma concentration of non-
esterified fatty acids (NEFA) (mmol/l,). The plasmeogesterone concentration was
significantly less in the treatments with soya (@il876 ng/ml) and linseed oil (3.613

ng/ml) than in the control treatment (4.572 ng/ml).

Animals given polyunsaturated oils with their feledd better fertility at first
insemination than those in the control group. Thenbers of open days and days to
first insemination were significantly higher (p<B)Owith the control treatment (123.5
and 68.0 respectively) than with the linseed okatment (75.00 and 49.19

respectively).

This research has shown that supplementation wittaturated vegetable oils
leads to an increased PUFA n-3 and CX#s29, trans-11CLA (rumenic acid) content,
which is associated with milk that is more benefito human health. In this study, the
metabolic indicators of the energetic status of toavs were not affected by the
different sources of fat incorporated in the fegat] greater fertility at first insemination

was observed in cows treated with unsaturated ablgeoils.
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Introduccién

Las altas necesidades energéticas de las vacasdegbara la producciéon de
leche, la limitacion en la capacidad de ingestiofa ynecesidad de mantener unos
minimos de fibra, determinan la necesidad de atilgrasas en la formulacion de las
raciones, sobre todo en inicio de lactacion. Sibago, hay que tener en cuenta que la
mayoria de las grasas no son inertes en el rumeparficularmente las grasas
insaturadas, pueden producir alteraciones en ehboktmo ruminal que podrian

reducir los rendimientos productivos (Palmquis84)9

Por otra parte, se sabe que las grasas en genetgliyos acidos grasos en
particular influyen sobre los rendimientos reprdouos (Staples y col., 2006). Las
grasas podrian actuar modulando la funcién de tidog& grasos no esterificados
(NEFA) que actuarian como una sefial entre el estatiicional y la reproduccion
(Friggens y col., 2010). Aunque los mecanismoseyxmican las relaciones nutricion—
reproduccién en el ganado vacuno, todavia no est#icientemente establecidos,
parece ser que la influencia de las grasas sobmrethalimientos reproductivos tiene que
ver con una mejora en el crecimiento folicular yi@secrecién uterina de progesterona
(Ps), mayor viabilidad del embridon y una mejora emelntenimiento de la gestacion
(Santos y col., 2008).

Otro de los beneficios que se obtienen del emplasag en las raciones de
vacas es la posibilidad de alterar la composic®tadyrasa de la leche. En los ultimos
afnos, este aspecto ha cobrado un enorme interds posibilidad de mejorar la calidad
le la leche y los productos lacteos desde un pdetwista de la salud humana. En
efecto, el creciente interés de los consumidoredodepaises desarrollados por la
relacion entre dieta y salud ha tenido un claroaichp en la demanda de productos
alimenticios y ha determinado cambios notablesosrsistemas de produccion animal,
dirigidos hacia la obtencién de productos que ssaprimer lugar seguros, pero que

ademas presenten efectos favorables para la salud.

La leche y los productos lacteos se han considesigtiapre como alimentos de
un alto valor nutritivo para el hombre, fuentes mteteinas de alto valor biolégico,
minerales y vitaminas (NRC, 1998, Demment y Al2004). Proporcionan entre un 15
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a un 25 % de las grasas que consume el hombreup @ a un 35 % de las grasas
saturadas (Chilliard y col., 2001a). Ademas, lasgrde la leche es la responsable de
muchas de las propiedades fisicas, sensorialefgbdeacion de los productos lacteos

(Kaylegain y Lindsay, 1995).

La presencia de lipidos en la dieta, particularedat grasas saturadas, es
considerada globalmente como negativa, y la mayearias organismos oficiales de los
paises desarrollados con responsabilidad en lal sidula poblacién insisten en la
recomendacion de limitar su consumo (EFSA, 2010doBsumo de grasas en general y
de grasas saturadas en particular ha sido relatmocan la obesidad, la incidencia de

problemas cardiovasculares y con algunos tiposmeres (Lin y col., 2004).

Sin embargo, en los ultimos afios la idea negatiatgnia el consumidor de las
grasas de origen animal ha ido cambiando, ya geeudemientos recientes han
demostrado que algunos acidos grasos no son niecesate aterogénicos, como es el
caso del acido esteérico, y que los acidos grasoaterogenicos solo si se ingieren en
cantidades excesivas, mientras que algunos acide®ginsaturados poseen efectos
beneficiosos para la salud humana, como son laofayrasos mono (MUFA) y
poliinsaturados (PUFA) de la serie n-3 y el acitmleico conjugado (CLA) (Pariza
2004).

A pesar de la intensa hidrogenacion que sufreddaios grasos insaturados en
el rumen, estudios recientes indican que es positdificar su perfil para obtener
leche con un menor contenido en 4cidos grasosaslaside cadena corta y media, y un
mayor contenido en poliinsaturados de cadena lahga.forma sencilla de modificar la
composicion de la grasa de la leche es suplemenmtiasdraciones de las vacas con
lipidos insaturados. En alimentacion animal, lang@pal fuente de lipidos insaturados

son los aceites vegetales procedentes de semiflagimosas (aceite de girasol, oliva,
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colza, soja o linaza) que se pueden incluir emde®nes incorporando la propia

semilla, o bien como aceites libres.

De los aceites vegetales sin procesar, el magadaies el de soja por su mayor
disponibilidad en el mercado de materias primasnymenor medida el de girasol o
linaza. Hace unos 15 afios se realizaron algunasdiestcon linaza, con el objetivo de
reducir el contenido en grasa de la leche. En lismas afos, la semilla de linaza ha
vuelto a despertar cierto interés, pero en este, ¢das estudios realizados se plantean
con el fin de modificar el perfil de acidos grasiesla leche y mejorar la reproduccion
de las vacas (Fuentes y col., 2008, Brunschwigly 2010). Sin embargo, son muy

escasos los estudios realizados con aceite dalinearporado como aceite libre.

La suplementacion de las raciones para vacas Bxhmm aceites vegetales
insaturados como el de soja o linaza podria mejogrendimientos reproductivos de
las vacas lecheras y obtener leche con una grasaah#&lable para el consumidor, con
un mayor contenido en acidos grasos poliinsaturddda serie n-3 y en acido linoleico
conjugado (CLA).

Como consecuencia, la presente Tesis Doctoralrletevaluar los efectos de
la utilizaciébn de aceites vegetales insaturadosmjocel de soja o linaza, sobre los
rendimientos productivos, reproductivos y el petl cidos grasos de la leche, con la
intencion de generar nuevos conocimientos desdgael cientifico, que pueden ser de

utilidad a la realidad concreta y repercutir peaithente en el sector.
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El objetivo general del presente trabajo fue eatuldi posibilidad de mejorar la
calidad nutritiva de leche de vaca, en particularcencentracién en acidos grasos
poliinsaturados de la serie n-3 y en acido linaetonjugado (CLA) y mejorar los
rendimientos reproductivos mediante la incorpormaciie distintos tipos de aceites

vegetales a la racion.
Objetivos especificos:

1. Comparar los resultados productivos en vacas leshlr alta produccién
obtenidos con raciones sin grasa afadida o coteacsigetales poliinsaturados (soja

y linaza) en inicio y media lactacion.

2. Cuantificar el efecto de la suplementacion contesepoliinsaturados
(soja y linaza) sobre el perfil de acidos grasokdgasa de la leche en inicio y media

lactacion.

3. Evaluar los efectos de la suplementacion con acpdbiinsaturados (soja

y linaza) sobre los rendimientos reproductivos &res lecheras de alta produccién



Revision bibliografica

3. Revision bibliografica



Revision bibliografica

3.1.Lipidos en la nutricion de los rumiantes

3.1.1. Clasificacién, estructura y nomenclatura

Los lipidos son un grupo heterogéneo de compuegtestienen la propiedad
comun de ser relativamente insolubles en agua ybkes en solventes no polares
(Murray y col., 2001).

Generalmente, el término grasa se emplea tantorpéedarse a grasa, como a
aceites y tanto uno como otro son constituyentdagdplantas y de los animales, con la
mision principal de aportar energia. Los aceiteslesu ser liquidos a temperatura
ambiente, y mas reactivos quimicamente, mientr&slas grasas tienen consistencia

sé6lida o semisolida.

Los lipidos estan formados por carbono, hidrégeraxigeno, y en ocasiones
también pueden contener fosforo, azufre y nitrogésima forma de clasificarlos es
como saponificables, si tienen capacidad de forjabones con sosa y potasa; o
insaponificables, si no tienen esa propiedad (s Blcol, 1987; Fuentes, 2009).

Desde el punto de vista de la alimentacion, logsldgp se pueden clasificar en
triglicéridos o triacilglicéridos, fosfolipidos, w@tolipidos y ésteres del colesterol. Los

componentes cualitativa y cuantitativamente maoaptes son los triglicéridos.

Las grasas o glicéridos son esteres de acidossgso el alcohol trihidrico
glicerol. Cuando los tres grupos alcohol se estanfcon acidos grasos, se habla de
triglicéridos. Los mono vy diglicéridos, con unoas Idos grupos alcohol esterificados
respectivamente, también se encuentran naturalmeerte en menores cantidades. El
tipo de acidos grasos, y la posicion en la quessaiican con el glicerol, determina las

caracteristicas de los triglicéridos (Murray y caD01).

Los fosfolipidos estan compuestos por una molédelaglicerol, dos acidos
grasos, un grupo fosfato y un grupo hidréfilo, nvias que los glucolipidos contienen
azucares. Ambos forman parte de las membranasedwy modulan su actividad. Los

esteres de colesterol también son componentesesties de las membranas. Estan
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formados por colesterol y un acido graso. El celedt ademas es precursor de
esteroides hormonales, acidos biliares y vitamina s forrajes contienen
mayoritariamente glucolipidos (70-80 %) y fosfdlipé (20-30, mientras que las

semillas contienen fundamentalmente triglicéridos.

Las grasas y aceites naturales son mezclas diedrigbs mixtos (tres acidos
grasos diferentes) o simples (los tres acidos graea similares). El aceite de linaza
contiene entre un 6 y un 10 % de &cidos grasosashits y el resto son insaturados,
siendo el mayoritario el acidolinolénico (entre un 53,3 y un 57,3 %). Presema b
% de triglicéridos mixtos y un 25 % de triglicérgdsimples. El aceite de soja contiene
entre un 13 y un 17 % de acidos grasos saturadbsesto son insaturados siendo el
mayoritario el acido linoleico (54 %). Presenta8h % de triglicéridos mixtos y el

resto son simples.

Los &cidos grasos (AG) son moléculas formadas parcadena hidrocarbonada
lineal larga con un extremo de la cadena acabadmerupo carboxilo (-COOH). De
manera general, se pueden clasificar atendiendier@mtes criterios como la longitud
de la cadena, su origen, o bien el grado de sabmrdca clasificacion segun la longitud
de la cadena o numero de atomos de carbono fuglexstia por Bloor (1943) en tres

categorias:
-AG de cadena corta (AGCC o SCFA): de 4 a 6 carbono
-AG de cadena media (AGCM o MCFA), de 8 a 14 canlson
-AG de cadena larga (AGCL o LCFA), de 16 a 24 cadso

Segun el grado de saturacion se clasifican comas#tGrados, si no contienen
ningun doble enlace, monoinsaturados (AGMI o MUFA);ontienen un doble enlace,
0 AG poliinsaturados, (AGPI o PUFA) si contieners domas.

Los AG saturados abundan en los animales terregteasel aceite de palma y
coco, los AGMI predominan en el aceite de olivanyekde colza, y los AGPI en el de

girasol, maiz, soja, y linaza.
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Cuando existe un doble enlace en la cadena puedsanparse dos formas en
funcién de la disposicién en el espacio de los atode hidrégeno unidos a los atomos
de carbono del doble enlace. Se habla de configurats, cuando los dos atomos de
hidrogeno se encuentran del mismo lado del doblaceny detrans cuando se

encuentran uno a cada lado.

La mayoria de los acidos grasos presentan conéigurais. Los isomerosrans
se encuentran de forma natural en la grasa dena gdeche de los rumiantes ya que se
originan durante la biohidrogenacion ruminal dedoglos grasos insaturados. También
se pueden originar por transformacién quimica dealwdos naturales en determinados
procesos tecnoldgicos. La mayoria de los acidosograle configuraciéirans se
consideran negativos para la salud humana, sajumas excepciones comotens11
C18:1 o acido vacceénico (Chilliard y col., 2001b).

Los &cidos grasos poliinsaturados a su vez se puddsificar en funcion de
donde se encuentre el primer doble enlace en laneacempezando a contar por el
extremo del grupo metilo, en tres series princgale3 (omega-3)n-6 (omega-6) N-9

(omega-9).

Los &cidos grasos de la seri® no son esenciales ya que el cuerpo humano
puede introducir una instauracion a un acido gsasarado en la posicién del carbono 9
y sintetizarlos a partir de una grasa saturadadieforma, el acido oleico (C18r19),
componente del aceite de oliva y al cual se ldo@en propiedades nutricionales

beneficiosas, no requiere estar presente en nukstaa

No ocurre lo mismo con los acidos grase8 y n-3, ya que nuestro organismo
no puede introducir insaturaciones en dichas pms#s. De esta forma, los acidos
linoleico (C18:2,n-6) y a linolénico (C18:3,n-3) si son esenciales, y deben ser
aportados con la dieta en proporciones bien detewas ya que su carencia produce
serias alteraciones metabdlicas (Sanders, 200(eltie@n-6, deriva del acido linoleico
y lan-3 dela linolénico. La distincién de los acidos grasos lpgposicion de los dobles
enlaces determina el tipo de eicosanoides que irtiizar el organismo a partir de

los acidos grasos. Para algunas funciones metabdlictambién estructurales, se

-10 -
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requieren acidos grasos poliinsaturados de mayameral de carbonos, como el 4cido
araquidonico (AA), acido eicosapentaenoico (EPAio docosahexaenoico (DHA).
Estos acidos grasos, se forman en el organismdiag@acidos grasos precursores, de
la serien-6 o de la serien-3, que son sometidos a procesos de elongacion y de
desaturacion. El acido linoleico se metaboliza a (@20:4n-6) y el o linolénico da
lugar al EPA (C20:3-3) y al DHA (C20:6n-3) (Nakamura y Nara, 2003) (figura 3.1.)

Ademas de ser una fuente de energia, los AGPI deeri@ n-6 y n-3, se
incorporan a las membranas de las células dond@recnrsores de los eicosanoides,
como las prostaglandinas, tromboxanos y leucotsieqee intervienen en numerosos
procesos fisiolégicos como la coagulacion de lagad la respuesta inflamatoria e

inmunoldgica.

Las fuentes mas ricas en DHA y EPA son los aceitepescado en general,
especialmente el pescado azul y las algas mafifiasdto contenido en estos AG del

pescado es consecuencia del consumo de fitoplgriatoren AGPIn-3.

Figura 3.1. Biosintesis de los acidos grasos poliinsaturados

Omega-6 Omega-3
Acidg Té‘?'zéico Acido a linolénico
( 2) ’ A 6 Desaturasa ] (C 18:3)
Acido y- linolénico C 184
€jeo |
Acido di-homo y- linolénico C 20:4
(C18:3) ’ A 5 Desaturasa ‘ ‘

EPA (C 20:5)

L iclooxigenasa

Acido Araquidonico
(C 20:4)

DHA (C 22:6)

Prostaglandinas ) ) Prostaglandinas
PGE,, PGl,, TXA, Leucotrienos Leucotrienos PGE;, PGly, TXA,
LTB,, LTC,, LTE,,/ QTBS, LTC,, LTE,

Mayor actividad Menor actividad

PG, prostaglandina, TX, tromboxano, LT, leucotrieno

-11 -
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3.1.2. Metabolismo de los lipidos en el rumen

La Unica via metabdlica para la utilizacion de dgassas es la beta-oxidacion
para producir acetil-CoA, y su introduccién enielacde Krebs, de donde se obtiene la
energia. Pero la extraccion de energia en el deldrebs requiere la presencia de
oxigeno, y el caracter anaerobio del rumen impadetilizacion de grasas como fuente
de energia por parte de las bacterias ruminalese®bargo, aunque no los utilizan
como fuente de energia, la poblacibn microbianataacsobre los lipidos,

modificandolos.

La digestion de la grasa incluye una fase de hgisob lipolisis y otra de
hidrogenacion, de modo que los acidos grasos abssrlen el intestino son mas

saturados que los presentes en la racion (Dor€hillard, 1997).
Hidrdlisis o lipolisis

La hidrdlisis de los lipidos de la racion se praugor accion de lipasas,
galactosidasas y fosfolipasas, producidas por bastéprincipalmenteAnaerovibrio
lipolytca) y protozoos (Harfoot y Hazlewood, 1988). Se haeolado que los
antibioticos (Van Nevel y Demeyer, 1995) y valotegos de pH (Van Nevel y
Demeyer, 1996) disminuyen la lipolisis. La veloddg el grado de lipolisis pueden
verse influidos por la fuente de grasa (mas alemdo son puras, que si son jabones

calcicos o integradas en una estructura celulaiedoy Ferlay, 1994).

Segun Salinas y col., (2006), los acidos grasogegudtan de la hidrélisis de la
mayor parte de la grasa de la racién por accidasienzimas microbianas en el rumen,
son fundamentalmente de cadena larga. La abundd@@eidos grasos de cadena larga
altera la fermentacién ruminal, cubriendo la figrpor tanto deprimiendo su digestion.
La actividad tanto de las lipasas vegetales comla daliva tiene poca importancia en

rumiantes. El producto final del proceso son acgtasos libres y glicerol.

Palmquist y Kinsey, (1994) demostraron que la \dbut de hidrdlisis ruminal
esta directamente relacionada con el grado deuirasti@n. Los aceites son hidrolizados

mas rapidamente que el sebo. El aceite de pessaudrelizado a niveles comparables

-12 -
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al sebo (Palmquist, 1996) debido a la disposicigpeeial de los acidos grasos de
cadena larga (C20-C22) insaturados en estos lipMas Nevel y Demeyer (1996)
observaron que la lipolisis disminuia para pH ruatga inferiores a 6 y que este

proceso era mas sensible a valores de pH bajos.

Los acidos grasos insaturados no esterificadosnegyntoxicos para las bacterias

gram-positivas o celuloliticas, las bacterias megénicas y los protozoos (Brodiscou y
col., 1994)

Biohidrogenacién ruminal

Tras la lipolisis, tiene lugar la hidrogenacion ioah, que alcanzan el 60-90 %
de los acidos grasos insaturados (Palmquist y dgnki980), pero el proceso de
saturacion depende de la presencia del grupo dhdxe, por lo que sdélo ocurre
después de la lipolisis. Las hidrogenasas pernt#ereduccion de los acidos grasos
mediante diferentes vias. El producto final dedomlos grasos poliinsaturados de 18
atomos de carbono es el acido estearico (Harfddazlewood, 1988). El proceso de
biohidrogenacion lo pueden llevar a cabo multitedbdcterias normalmente presentes
en el rumen, especialmente ciertas cepasBudigrivibrio fibrisolvens Bacteroides
ruminicola Ruminococcus albusy Ruminococcus flavefacienespiroquetoBorrelia
spp Yy protozoos oligétricos (Dawson y Kemp 1970 y adak y col, 1981).

Los acidos grasos saturados son menos téxicos Iparamicroorganismos
ruminales que los insaturados.

Previa a la biohidrogenacion tiene lugar la isomamion de la formais a su
forma trans, un isdbmero mas estable en el rumen. Después @erfeerizacion tiene
lugar la biohidrogenacién progresiva de las instaiones. En funcién del ritmo de paso
y del pH ruminal, la biohidrogenacion puede sepimpleta, lo que resulta en un flujo
de isbmeros intermedios como el &cido linoleicougedo (CLA) al duodeno. Algunos
de estos isdmeros son potentes inhibidores denlass de grasa en la glandula

mamaria (Bauman y Griinari, 2003).
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El balance entre la entrada y la salida de acidasog en el rumen suele ser
positivo (Jenkins, 1993), ya que los acidos grasmsson digeridos en el rumen, y
debido a que las bacterias ruminales sintetizatloacgrasos a partir de hidratos de
carbono y proteinas. Como consecuencia de estaegw®, la composicion de los
acidos grasos que llega al duodeno es muy difedenta de los lipidos ingeridos. Asi,
mientras que los acidos grasos ingeridos de orggetal contienen un niamero par de
carbonos, son insaturados y los dobles enlacescsem@ran en posicidris, los acidos
grasos que alcanzan el duodeno del rumiante centieadenas con nameros pares o
impares (procedentes de la sintesis microbiana3 ynkaturados pueden encontrarse en
configuracioncis y trans (consecuencia de la saturacion incompleta decid®s grasos

insaturados).

Los PUFA mayoritarios en las raciones de rumiastas el acido linoleico y

linolénico. La figura 3.2. muestra las vias par&isiiogenacion en el rumen.

El proceso de biohidrogenacion ruminal del acidwlgico se realiza en tres
pasos (Jenkins, 1993). En primer lugar ocurre apala isomerizacion del enlaces-
12 atrans11l dando como resultado un conjunto de isomerd8:@xis-9, trans11;
trans9, cis11; trans10, cis-12;...) en proporciones variables que recibe el memb
geneérico de acido linoleico conjugado (CLA), sieralcécido ruménico (C18:2is-9,
trans-11) el isomero mayoritario (Piperova y col., 20@) una segunda fase, el enlace

cis-9 es hidrogenado para formar acido vaccénico (Ctid&ns-11).

Harfoot y Hazelwood, (1997), sefialan que el acidacenico también se
produce por biohidrogenacion ruminal del aciddinolénico. Griinari y Bauman,
(1999) sefialan que el CLA ruminal y la producci@atido vaccénico dependen de
factores de la racion como la fuente y nivel desgmgue se incluye en la alimentacion y

del forraje.
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Figura 3.2. Principales vias de biohidrogenacién de los aciifusleico y
linolénico.

Ruta Ordinaria Ruta Alternativa

Acido Linolénico
cis-9,cis-12,cis-15 C18:3 | *

Acido Linoléico ‘.,
cis-9,cis-12 C18:2 ".‘
: a4
cis-9,trans-11,cis-15 C18:3 ] V ’ trans-10,cis-12,cis-15 C18:3

Acido Ruménico trans-10,cis-12 C18:2 ]
cis-9,trans-11 C18:2

€

trans-11,cis-15 C18:2 | l | trans-10,cis-15 C18:2

Acido Vaccénico PR
trans-11 C18:1 trans-10 C18:1

Acido Estearico
C18:0

P

.
.
.

Adaptado de Griinari y Bauman (1999).

La biohidrogenacion del acida linolénico comienza igualmente con la
isomerizacion del enlaceis-12 atrans11, posteriormente se hidrogenan los enlaces
cis-9 y cis-15 dando lugar a acido vaccénico (Clisahs11).

El Gltimo paso es la reduccion del acido vaccépiam formar acido esteérico
(C18:0). Esta hidrogenacién ocurre a una velocitiadtada, lo que tiene como
consecuencia la acumulacion ruminal de acido vacodffanaka, 2005) y un mayor

paso del mismo a intestino delgado en relacionL&l Cee y col., 2006).

En determinadas circunstancias, la poblacion mianabse desequilibra y se
alteran los patrones de fermentacidon ruminal, sierghtonces cuando las
fermentaciones transcurren por la ruta alternafigura 3.2.). Bauman y Griinari

(2003) indican que estas alteraciones en los poscds biohidrogenacion se producen
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cuando se utilizan raciones con alto contenido@rtentrado o con alto contenido en
AGPI.

3.1.3. Sintesis de grasa en la glandula mamaria

El 40 % de los acidos grasos de la leche de rupsase sintetiza en la propia
glandula mamaria, utilizando como precursores &x@tf hidroxibutirato, procedentes
de la fermentacion de los hidratos de carbono i@fdly col., 2000). Esta via es el
origen de los acidos grasos de cadena corta y reelid a 14 &tomos de carbono) y de
aproximadamente, la mitad del acido palmitico (OL6EI resto del acido palmitico y
de los acidos grasos de cadena larga (principagm@aB:1 y C 18:0) provienen de
lipidos circulantes en el torrente sanguineo (@hdly col., 2000) que tienen su origen
en la grasa de la racion, en los microorganismsnaies, y en la grasa movilizada de
las reservas corporales. Ademas, en la glandulaani@mxiste actividad® desaturasa
a través de la cual, los acidos estearicos (C18:@gaccénico tfans1l C18:1),
procedentes de la biohidrogenacion ruminal, seietiewn en acido oleicais 9, C18:1)

y ruménico €is-9 trans1l, C18:2), respectivamente (Chilliard y col., @DOEsta
altima es la principal via de sintesis de-9 trans-11, C18:2 CLA (Piperova y col.,
2002).

3.2.Acido Linoleico Conjugado(CLA)

El acido linoleico conjugado (CLA) es un términdemivo que describe una
mezcla de isdmeros geométricos y posicionales deloalinoleico (C18:2n-6).
Actualmente existe un enorme interés por estos uesips ya que se ha podido
comprobar que presentan importantes efectos besefecpara la salud humana. Se ha
demostrado que poseen un potente efecto anticganeri(Pariza, 2004), reducen la
concentracion plasmatica de lipoproteinas de bajesidad, modifican la distribucion
de los nutrientes y el metabolismo de los lipidogayticipan en la modulacion del
sistema inmune (Lee y col., 1994).

El CLA se sintetiza en el rumen como un producteermediario en la

biohidrogenaciéon del acido linoleico a estearicor, [ que el CLA se encuentra de
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forma natural en la leche y tejidos de los rumisntel isobmero predominante y el
bioldgicamente mas activo es eis-9, trans1ll octadecadienoico, que representa
aproximadamente un 80-90% del total de CLA (GrinaBauman, 1999) y se deposita
principalmente en los triacilglicéridos (Dannenlegry col., 2004). Kramer y col.,

(1998), han propuesto el nombre de acido Ruméraca gste isbmero.

Figura 3.3. Principales vias de sintesis de acido vaccén@cdo ruménico en
la leche.

Rumen Sangre Glandula Mamaria

Acido Linolénico Acido Linolénico
cis-9,cis-12,cis-15 C18:3 cis-9,cis-12,cis-15 C18:3

v

Acido Linoléico Acido Linoléico
cis-9,cis-12 C18:2 cis-9,cis-12 C18:2

v

Acido Ruménico Acido Ruménico

v

cis-9,trans-11 C18:2 cis-9,trans-11 C18:2
‘ ‘ N®- desaturasa
. | Acido Vaccénico » | Acido Vaccénico

trans-11 C18:1 trans-11 C18:1

|

Acido Esteérico Acido Esteérico |,..y| Acido oléico
C18:0 C18:0 cis-9 C18:1

N9 desaturasa

v

Adaptado de Bauman y col., 2001

Inicialmente se asumid que la mayor parte del acishoénico presente en la
carne y en la leche de los rumiantes procedia Haltagenacion del acido linoleico en
el rumen (Harfoot y Hazelwood, 1988). Sin embafgnainari y col., (2000), indicé que
la mayor parte del C18:Ris-9, trans11 CLA procede de la sintesis en la glandula
mamaria y tejido adiposo a partir del Cl8trthns1l (acido vaccénico), otro
intermediario en la hidrogenacién ruminal del adidoleico y linolénico por accion de

la A9 desaturasa (figura 3.3).
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Existe una relacion lineal entre la concentraciénagdido vaccénico y acido

ruménico en la leche de vaca CLA (Wijesundera y, 26I03).

La cantidad de CLA en la grasa de la carne y lad@zpende de las cantidades
decis-9, trans11 CLA (a4cido Rumeénico) y deans-11 C18:1 (acido vaccénico) que se

produzcan en el rumen, y de la actividad d&’ldesaturasa en el tejido mamario.

Los niveles de CLA registrados en la leche de wma muy variables. La
principal fuente de variacion en el contenido enAQle la leche es la alimentacion
(Collomb y col., 2006). Factores como la raza, ¢Kg] y col., 2003), la edad o niumero
de lactacién (Stanton y col., 1997) tienen menfluémcia. Ademas, se observa una
gran variabilidad individual entre vacas en el eoito en estos isdmeros (Peterson y
col., 2002, Kelsey y col., 2003). Kelsey y col. @) registraron un contenido en CLA
hasta tres veces superior en animales que habf@muroido la misma racion. Otras
variables como dias en leche, produccién de leotrtenido y produccion de grasa
tienen muy poco o ningun efecto sobre el conteaid@LA (Kelsey y col., 2003; Lock,

y col., 2005).

Numerosos estudios indican que el consumo de pastenta la concentracion
de CLA en la leche. Se ha podido comprobar quedmuaa pasa de una alimentacion a
base de forrajes, concentrados y subproducto®(@siunifeed) a un sistema de
pastoreo aumenta el contenido en CLA en la leclyeeyel contenido en CLA aumenta
cuando aumenta el consumo de pasto (Dhiman yl@89, Kelly y col., 1998, Stanton
y col., 1997). Esto es debido a que la hierba vprdsenta un alto contenido acido

linolénico

Los aceites vegetales con un alto contenido ermofaiglasos poliinsaturados
(Linoleico y Linolénico), como el aceite de sojéirmza dan lugar a un ligero aumento
de CLA en la grasa de la carne y un aumento masrtarge en la de la leche, ya que
aumentan los precursores para la formacidéncided, trans-11CLA (a partir de
Linoleico) y trans-11 C18:1 (a partir de Linoleigd.inolénico) en el rumen (Dhiman y
col., 1997, Bu y col., 2007). Los estudios realgmadon distintos tipos de aceites

sugieren que la forma mas eficaz de aumentar ¢¢cmo en CLA es con aceites ricos
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el acido linoleico (Dhiman, y col., 2000, Stantoregl., 2003, Collomb y col., 2004).
Sin embargo Lock y Garnsworthy (2002) indican quéiado linoleico da lugar a

incrementos en el contenido en CLA similares lagmwidos con acido linolénico.

La grasa de los organismos marinos es muy rica ¢RAPde mas de 20
carbonos (>35%) (Pratoomyot y col.,, 2005). Los PU#A cadena larga-3 se
encuentran en el aceite de pescado, harina dedmeggaroductos de algas (Nettleton,
1991; Givens y col., 2000). En general, los eswidealizados con aceite de pescado
indican que cantidades equivalentes de aceite deage son mas eficaces que los
aceites vegetales para aumentar el contenido en(ChAliard y col., 2001a). Esto es
debido a la importante produccién de acido vaccéait el rumen que es desaturado a
cis-9 trans 11CLA en la glandula mamaria. Los PUFA de mas dedbonos, inhiben
el dltimo paso de la biohidrogenacion a esteatiwa@ue produce una acumulacion de

vaccénico en el rumen (Wonsil y col., 1994; Le®l,2005).
3.3.Relaciones grasa y salud humana

3.3.1. Acidos grasos poliinsaturados-3 (PUFA n-3)

La ingesta diaria de acidos grasos insaturadoa sefmostrado como un potente
factor para reducir el riesgo de enfermedad caediomar, asi como un papel
importantisimo para reducir la incidencia de deteaaios tipo de canceres, asma o
diabetes (Woods y Fearson, 2009).

La cardiopatia como complicacion de la aterosciera® produce como
consecuencia de un proceso inflamatorio que serrddagpor la interaccion entre el
colesterol, los monolitos-macréfagos, las plagugtdas células de la pared arterial
(Mata y col, 1996, Bulliyya, 2002, Dewalilly y c@003, Navarro, 2007).

Numerosos estudios epidemiolégicos han asociadorelumo de pescado con
una reduccion en el riesgo de mortalidad debidorablemas cardiovasculares en
diversas poblaciones no mediterrandasoihhout y col, 1985, Daviglus y col 1997,
Albert y col., 1998). Otro estudio sobre la prevénade aterosclerosis coronaria con

acidos grasos-3 de origen marino demostré una reduccion en shmello de la
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aterosclerosis al administrar 1,65 g de PUF3al dia (Von Schacky y col., 2001). Por
otra parte, Hopper y col. (1999) demostraron queet@onsumo de 1 g al dia de PUFA
disminuye un 17 % el riesgo de mortalidad por enégtades cardiovasculares, con

respecto al grupo control, que no consumio el su@ieo.

El desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 y s&=sicia a la insulina se asocia
con un exceso de peso y obesidad (Swindurn y @]) y con una ingesta cal6rica
excesiva especialmente con grasa saturada y bagarbohidratos (Marshall y col.,
1991).

El posible mecanismo de accion vendria determir@iola capacidad de los
PUFA n-3 para influir en la coagulacién sanguinea ydatrosis, la presion sanguinea

y la inflamacion (Carrero y col, 2005).

Se ha demostrado que las grasas influyen en ladmdvde las enfermedades
auto inmunitarias, asi como en la duracién de &pt@acion de homo-injertos (Kremer,
1996; Lawerence y Sorrel, 1993). Las células d#ésia inmunitario dependen en gran
medida de la funcion de la membrana celular paadizes operaciones tales como
secrecion de citoquinas y anticuerpos; la imporgade los lipidos en el mantenimiento
de la integridad de la membrana lipidica, indica gueden ser nutrientes especificos en
la regulacion de la funcién inmunitaria (Stubbsnyith, 1984).

La PGE que controla distintos aspectos de la respuedlamatoria e

inmunologica celular, disminuye tras consumir PUt-3 (Goodman y Weigle, 1980).

Mediante estudios epidemioldgicos se ha podiddkstar una correlacion entre
la ingesta excesiva de grasas y alcohol, junto wmn disminucion en la ingesta de
fibras dietéticas y antioxidantes, con el aumerdadincidencia de cancer (Nacional
Research Council, 1982 y 1989; Hunter y Applewhit891; Garcia Muriana, 2002).

Estudios in vitro han demostrado que los PURA& tienen la capacidad de
reducir el crecimiento de distintas células camegras humanas. Este efecto es
dependiente de la concentraciéon de los acidos gnasoy se relaciona con una

disminucién de la proliferacién y un aumento depaptosis (Finstad y col., 1998).
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Las defensas se desarrollan durante los priméias @e vida, estando influidas
por la ingesta de AGPI (Field y Schley, 2004). Bits epidemiolégicos sugieren que
la racion, sobre todo lipidos, consumidos a una ¢églmprana influyen en la incidencia

de cancer (Terry y col., 2003).
3.3.2. Acido Linoleico Conjugado (CLA)

Se han publicado numerosas revisiones sobre lgsepaxles fisioldgicas del
CLA, algunas de las mas relevantes son las de MaDoHR.B. (2000), Pariza (2001),
Lock y Bauman (2004) Collomb y col. (2006). Los raxosos trabajos de investigacion
publicados atribuyen al CLA efecto anticancerigemaluccion de la grasa corporal,
disminucién de la aterogénesis, caracteristicasliabéticas y modulador del sistema

inmune.

El equipo del Dr. Michael Pariza de la Universid#e Wisconsin fueron los
primeros que aislaron CLA a partir de carne de naqicada y frita, por isomerizacion
del &cido linoleico, observando que era un potentgbidor de la neoplasia
epidermoide en ratones, que habia sido previanwetibeida por benzo(a)pireno (Ha 'y
col., 1987). Mas tarde, estos investigadores swinamdo CLA a roedores o pollos
observaron un incremento de la actividad fagoeitde los macrofagos (Cook, y col.,
1993).

Posteriormente IP y col., (1991) observaron qumdarporacion de un 0,5%,
1% y 1,5% de CLA prevenia la carcinogénesis manariaatas expuestas a DMBA
(7,12-dimetilbenzo(a)antraceno), un compuesto ddoocpor inducir tumores

mamarios.

De los diferentes tipos de cancer en los que seshadiado el efecto del

consumo de CLA, su actividad sobre los tumores masaon los mas evidentes.

Aunque la mayoria de los experimentos se han eshlizen animales de
laboratorio y en lineas celulares humanas, losdestuepidemiolégicos en humanos
confirmar una correlacién negativa entre consum@Ildé y aparicion de tumores (Aro
y col., 2000).
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Se ha identificado al acido ruménico (C18i2-9, trans-1)1 como el isémero
con mayor capacidad para inhibir el cancer. Sinaggd) algunos estudios sefalan
también al acido vaccénico (C18trhns-1]) por su capacidad de transformarse en

ruménico en el tejido humano (Turpeinen y col.,20M®ck, y col., 2004).

Los acidos grasos puede alterar el crecimientasledlulas tumorales mediante
la influencia en la replicacion celular interfirtam en los componentes del ciclo o
incrementando la muerte celular via necrosis o @sop Asi mismoSe ha podido
comprobar, que el CLA altera la expresion de pnaieiclave que regulan el ciclo
celular, disminuyendo la proliferacion tumoral pupdificacion de las proteinas del

ciclo que regulan este proceso (Belury, 2002a).

En modelos animales se ha comprobado que el CLAfiteda composicion
corporal, principalmente reduciendo la acumulaaiéntejido adiposo. En particular,
algunos depdsitos de grasa son especialmente lesnsibla accion de este acido
(Belury, 2002 b).

El efecto del CLA puede depender del género dehalpisiendo mas efectivo en
machos, de la adiposidad ya existente y del isémegerido, siendo et10c12 el
causante de la reduccién de tejido adiposo y aeoldulacion génica en pre-adipocitos
(Park y col., 1999; Choi y col., 2001). Se ha podmbmprobar en ratones que esta
reduccion de tejido adiposo es independiente dariidad de alimento consumido y de
su nivel de grasa (Park y col., 1997). En animalesesultados obtenidos han sido muy
concluyentes, en parte debido a las dosis tan @ilasadas, mucho mayores que las de
los estudios clinicos en humanos (Tricon y colQ40

Tanto en animales como en humanos se ha vistol iefeinduce importantes
reducciones en la grasa corporal sin reducir eb.p&stas reducciones se hacen
principalmente en la grasa que se esta acumulamdoey la previamente acumulada a
la ingesta (Pariza, 2004). Se ha especulado cpodiilidad de que esta reduccion en
la masa grasa se deba no a una menor sintesisvdeda0AG sino a un mecanismo

relacionado con un incremento en el gasto enegéfige podria ser resultado de un
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mayor metabolismo basal, un aumento del incremi&ninico de los alimentos o en la
actividad fisica (Rainer y Heiss, 2004).

La capacidad del CLA para reducir el tejido adipeso ha demostrado en
algunos, pero no en todos los ensayos cliniconkB&n y col., 2000; Zambell y col.,
2000; Mougios y col., 2001; Smedman y Vessby, 200ibm y col., 2001).

La mayoria de los ensayos realizados en humanas, utiizado CLA
encapsulado como acido graso libre en cantidadededd g/d hasta 7,2 g/d, con
resultados variables, observandose las mayoresaiedes de grasa corporal cuando se

utilizan los suplementos mas puros (Gaullier y, @02).

Cada vez es mayor la evidencia existente acercqudeel CLA reduce la
formacion de la placa aterosclerdtica en modelomags asi como los niveles de
colesterol LDL vy triglicéridos (Lee y col., 1994 sta habilidad podria ser debida a los

cambios en la susceptibilidad a la oxidacién ddsterol LDL.

También se ha estudiado el efecto del CLA en astide plaquetas y en seres
humanos. En un estudio realizado con voluntaridesague se les dio 3 g/d de una
mezcla de isomeros de CLA (50% de cada isomerojedajeron de una forma

significativa las concentraciones basales de Igiarol (Noone y col., 2002).

En un estudio clinico, (Tricon y col., 2004), reatlo con 49 voluntarios
adultos, durante 6 meses, y dosis hasta 2,52 dédéada uno de los dos isbmeros por
separado (80-85% de riqueza de triglicérido de CL#9 encontraron una relacion
dosis-dependiente entre el CLA y la composiciorpeml. Asi mismo se encontraron
con que las propiedades antiaterogenicas del Cldkigno ser debidas a cambios en el

metabolismo de las lipoproteinas.

Otros grupos de investigacion han encontrado q@Alreduce la inflamacion
en animales de experimentacion y presenta efeet@Boprotectores que podrian ser
relevantes para el hombre (Noone y col., 2002).

Uno de los factores de riesgo de la diabetes tjpes2a obesidad. Por ello, el
CLA se ensay6 como coadyuvante en el tratamienia deabetes tipo 2 en humanos.
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En este sentido, se realiz6 un estudio (Belury ly, @03) doble ciego, aleatorio
durante 8 semanas con la ingesta de 6 g de CLAosliaue redujo significativamente
la glucosa sérica basal, la leptina circulanteindice de masa corporal, el peso y la
masa grasa corporal. Como dato negativo se pragujmcremento en los niveles de
colesterol LDL tanto en el grupo placebo como etle¢tratamiento, aunque el aumento

fue menor en este grupo.

El CLA disminuye la insulina basal en animales dtatms, mientras que en los
que no lo son, la eleva. Esto podria ser indicaligaina reduccion de la sensibilidad a

la insulina en un estado normoglicémico (Belury)20).

Al igual que otros acidos grasos, el CLA modulaisiema inmunitario a traves
de la formacion de eicosanoides (Belury, 2002 H)estimulo que se ejerce en la
sintesis de Ig A, Ig G, Ig M, y una disminucionrsfigativa de los niveles de Ig E,
presume que podria tener un efecto decisivo enrdaepciéon y tratamiento de las

Alergias Alimentarias.

Uno de los mecanismos de accion del CLA puede seanddulacion de la
acumulacion de araquidonico en los fosfolipidogucgeendo su concentracion vy, por
tanto, la aparicion de sus eicosanoides derivdegta. modulacién parece ser especifica

para cada tejido.
3.3.3 Recomendaciones dietéticas

Segun Henderson y col., (2003), la carne, subptoducérnicos, leche y
derivados lacteos suponen un 25 % de las necesidadgéticas diarias, y ademas

contribuyen con la mitad de la grasa saturada idaer

La creciente diversificacion del mercado de la afitacion en Espafia ha
conducido a situaciones confusas en cuanto a l@seplades funcionales reales de

determinados productos.

Los acidos grasos poliinsaturados deben limitansesacantidad que no superen
el 5 % de la energia total, y de esa cantidad%ldeberian ser de la serie omega 6 y el
1 % restante de la serie omega 3, con una relagiénestablece la FAO y la OMS
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(2003) de 4:1, mientras que diferentes autoredblesen esa relacién entre 5:1 y 10:1
(Budowsky y col., 1987, Mata y col., 2002; Simop®,12002). El panel de la EFSA
(European Food Safety Authority) 2010 sobre prooudietéticos, nutricion y alergias,
recomienda, como valor dietético de referencia fmiagesta de grasas, un rango que
va desde el 20 % del total de la energia consupada el nivel inferior, hasta el 35 %
para el nivel superior, en adultos. Para los ns@gropone bajar del 40 % del aporte
total de la energia proveniente de la ingesta deagt hasta un 35 %, en el tercer afio de
vida. A nivel de especificacion de acidos grasagsetomendacion es que el consumo
de grasas saturadas y trans sea tan baja comooskdepsin establecer valores de
referencia para el consumo de acidos grasos cigimsaturados o poliinsaturados, ni
establecer valores de referencia para la relaag@os grasos n-3/n-6, ni para el acido
araquidonico, ni para cualquiera de los acidosogragsliinsaturados n-6. En cambio si
se establece que el nivel adecuado de ingestaepacido linoleico, es del 4 %, y para
el acido a linolénico, del 0,5 % del total de la energia congla. También se
recomienda en el informe de la EFSA 2010 un consdm@50 mg para el acido
eicosapentaenoico (EPA) y 100 mg para el acido séec@enoico (DHA) para los
adultos, ademas de un consumo adecuado durantgbatazo y la lactancia de acidos
grasos poliinsaturados n-3. Para el colesterolesédid no poner nivel de referencia

mas alla de la limitacion del consumo de grasaadiu

En Espafia no hay datos fiables sobre el consumGL#e pero en Estados
Unidos, se estima que es de 150 mg/dia en las esuyede 200 mg/dia en los hombres
(Ritzenthaler y col, 2001). En otros paises, com@&kemania, el consumo de CLA es
mas elevado rondando los 309 mg/dia (Jahreis, y1889). Todos estos datos se
encuentran muy alejados de las cantidades disg@snendadas. La mayor parte del

CLA consumido es acido ruménico y el 60 % de tditopgrocede de la leche.

El CLA se encuentra ampliamente distribuido en mgdcdimentos, incluyendo
productos animales de rumiantes y ciertos vegetdles productos lacteos se
distinguen como fuentes importantes de CLA, vawadd 2.5 a 7.0 mg/g de grasa
dependiendo del producto, tipo de alimentacionlagarado y del tipo de proceso al

que se sometid la leche durante su transforma@énconsidera que el consumo de

-25 -



Revision bibliografica

CLA al que se le atribuyen propiedades beneficiesade 3.0 mg /g (Ramirez, 2004).
En otro estudio (Smedman y Vessby, 2001), 35 hosnpmaujeres sanos con edades
comprendidas entre 23 y 63 afios fueron suplementedo 4,2 gr/dia de CLA y la

misma cantidad de aceite de oliva durante 4 semdaa®strando que la proporciéon de

grasa corporal disminuia en el grupo que consumitbsis de CLA.

3.4. Utilizacién de grasas en la alimentacion delagado vacuno

lechero

Las grasas aportan unas 2-3 veces mas energiagjeerkales, por lo que se
incluyen en las raciones de vacas lecheras can defaumentar la densidad energética
y reducir el aporte diario de concentrados. Lamrass con elevada densidad energética
en inicio y alta produccion permiten mejorar losndienientos productivos y
reproductivos. Ademas de aportar mucha energiamdad de materia seca, las grasas
contribuyen a prevenir la acidosis ruminal y faaii la absorcion de nutrientes
liposolubles (Palmquist, 1990).

Los lipidos son ademas una fuente de acidos grasiaables directamente por
la glandula mamaria para la sintesis de grasa kech&, con un efecto directo sobre el

porcentaje y la composicion de la grasa lactea.

Durante los ultimos afios se ha generalizado elrgstro de raciones con alto
contenido en grasa para animales en lactaciénekctin de aumentar su contenido en
energia, motivado también, por la disponibilidad glasas y aceites a un precio

competitivo para la industria de los piensos.

Los lipidos que consumen los rumiantes procedelagenaterias primas de la
racion (forrajes, concentrados y subproductosk Yad grasa incorporadas a la misma.
Los suplementos grasos que se utilizan en alimiéntamimal podemos clasificarlos,
segun su origen, en vegetales, animales o mezelardde las grasas de origen animal
tenemos grasas poliinsaturadas, cuyo origen esnmagrasas insaturadas, las
procedentes de las aves; moderadamente insatucashas, es la manteca de porcino;

saturadas, del vacuno; y mezcla de todas las argsriDentro de las grasas vegetales,
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los aceites de las semillas de girasol, maiz, gdjpaza contienen AG con dobles y

triples enlaces y son por tanto mas insaturadosagude oliva, palma o coco. Un tercer
grupo de lipidos es el formado por subproductoslidersas industrias cuya materia
prima original es la grasa, como las oleinas (deglasas comestible), subproductos
industriales y los destilados procedentes de ldssinias del glicerol y otros (Mateos y

col., 1996; Fuentes, 2009).

Ademas, en el mercado existen las denominadassgiaes@es, principalmente
los jabones calcicos y las grasas hidrogenadas.jdbmmes calcicos resultan de la
saponificacion de los AG libres con iones de caléigoH normales del rumen (>6),
estos jabones permanecen sin disociar, son inssli el liquido ruminal, y por lo
tanto inertes. Sin embargo, en el abomaso, el ghhiduye, por lo que se disocian,
dando lugar al calcio y a los AG libres correspentis, que son entonces digeridos y
absorbidos. Las grasas hidrogenadas se obtieneta godrogenacion parcial de los
dobles enlaces de diversas fuentes lipidicas cdm ele elevar su punto de fusion,
reduciendo de esta forma su reactividad en el rualeser méas insolubles.

Durante los ultimos 30 afios se han realizado nwmaserdrabajos sobre la
suplementacién de grasas en las raciones de vasaseyisiones de Chilliard y col.,
2001a y b, Onetti y Grummer, 2004, Lock y Baumd4 Jenkins y McGuire, 2006,
Glasser y col.,, 2008a y b, Petit, 2010). Los reslds obtenidos muestran una
considerable variacion en la respuesta segun tistfactores, como el tipo y cantidad
de la grasa utilizada y el estado de lactacion.

3.4.1. Efectos sobre la ingestion

La suplementacién con distintas fuentes de grasgrotegidas y a dosis
relativamente altas, en las raciones de vacasrieshguede producir una reduccion en
el consumo de materia seca (MS) (Palmquist y 8803, Jenkins y Palmquist, 1984,
Beaulieu y Palmquist, 1995, Chilliard y col., 2008)n embargo, numerosos trabajos
no muestran ningun efecto (Ohajuruka y col., 19%dntoja y col., 1996, Weiss y
Wyatt, 2004, Kim y col., 2008, Atkinson y col., Z)Dmientras que en otros se observa
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un efecto positivo al suplementar con aceitesriaaturados como el aceite de pescado
(Doreau y Chilliard, 1997) o de linaza (Ueda y c2003).

La mayor parte de los estudios realizados indiaa® lg suplementacién con
grasas, particularmente las insaturadas, puederfart en los procesos digestivos del
rumen, afectando principalmente la digestion decébohidratos estructurales (Doreau
y Chilliard, 1997), dando lugar a un menor consuteoMS (Chilliard y col., 2001a,
Rego y col., 2005, Chilliard y col., 2009). Cuarids suplementos grasos inhiben la
fermentacion de la fibra, la digestion de la materganica también se reduce, pero no
se reduce la digestibilidad del almidon (Jenkirg93). De todas formas, segun Allen
(2000), la inclusion de lipidos en las racione®sisimenores del 3% no suele afectar el

consumo de alimentos en vacas lecheras.

Los mecanismos por los que la suplementaciéon casagrreducen la ingestion

fueron revisados por Allen, (2000). Las hipotes@ppestas por este autor son:

- mayor llenado ruminal, consecuencia de la alitéraen la fermentacion y la
digestibilidad de la fibra

- liberacion de hormonas intestinales, como la aistequinina, que es

inhibidora de la ingestion

- oxidacion de la grasa en el higado, alterandsdésles aferentes generadas en
los nervios vagales hepaticos, que dan lugar eeffi@lsde saciedad en los centros

cerebrales.

Grummer y col., (1990) relacionan la disminuciéria@mgestion con una menor
palatabilidad, y Palmquist (1990) sugiere que lasag suplementadas con lipidos

reducen su ingestion para regular la concentrgaa@smatica de los AG.
3.4.2. Efectos sobre la produccion y composicion teeleche

Los efectos de la suplementacion con grasa solpeothuccion y composicion
de la leche han sido ampliamente estudiados (P&md®84, 1996, Chilliard, 1993,
Garnsworthy, 1997, Doreau y col., 19%8hroeder y col., 2004, Petit, 2010). Aunque
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existe una gran variabilidad en el nivel de restaydss estudios realizados muestran en
general una tendencia a una mayor produccion deeleena moderada, pero casi
sistematica disminucion en el contenido en protginena ligera modificacion de la tasa
butirica, con excepciéon de los aceites con altdetodo en PUFA (como pescado o
linaza) que provocan una fuerte bajada, y los dipipgrotegidos por encapsulacion, que

la aumentan considerablemente.
3.4.2.1. Efectos sobre la produccion

Wu y Hubert (1994) indican que la respuesta en ymadn de leche a la
suplementacion con grasa parece ser curvilineagr@iamdo hasta aproximadamente un

9% del extracto etéreo total en la racion, paraisir con niveles superiores.

Jenkins (1998) describe mediante un modelo el @fdetla suplementacion con
grasa sobre la produccion de leche. Segun estelopanenparando con una racion
control, al aumentar el porcentaje de grasa erad@dm, se producen tres cambios
importantes en la produccién de leche. Proponeegiste una primera fase en la que la
suplementacion con grasa da lugar a un aumenta @notluccion, debido al mayor
aporte energético. Una segunda fase en la quesa pe aumentar el contenido en
grasa, la produccion de leche permanece establgugalos efectos negativos que
producen las grasas (reduccion en la digestibilidada fibra, menor ingestion de
materia seca y efectos metabdlicos negativos)rawestan el incremento en el aporte
energeético; y la tercera, donde los efectos negmfivedominan sobre el aporte extra de
energia, dando lugar a una reduccién en la prodaa# leche. Concluye, que el nivel
de suplementacién que produce el mayor aumenta @noduccién de leche es en el
punto donde se encuentran la fase una y dos. lcaiddide grasa por encima de este
nivel no es rentable, ya que no aumenta la prodoabe leche. Las grasas insaturadas
tienden a tener una fase uno y dos mas pequefigmcanas con las grasas saturadas, sSi

se administran en la misma proporcion.

Los resultados obtenidos por Clapperton y Stee883)l se ajustan a este
modelo. En este trabajo se suministraron racionesun 0; 2,4; 3,8; 4,2y 6,7 % de
sebo, obteniendo producciones de leche de 20,632222,01; 21,73 y 22,68 kg/dia,
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respectivamente. Concluyen, que niveles por erd#h@,4% no mejoran la produccion
de leche. En este estudio, los niveles utilizadosueron lo suficientemente elevados

para alcanzar la fase tres, donde la produccidedte disminuye.

Schroeder y col., (2004) en una revision dondeizarallos resultados de
numerosos trabajos de investigacion, indican, qugemeral, cuando se suplementan
las raciones de vacas lecheras con grasas insasunadse observan incrementos en la
produccion de leche, mientras que al suplementasaturadas, la produccién aumenta.

3.4.2.2 Efectos sobre la grasa

La suplementacion de la racién con aceites polimaeos, y en general acidos
grasos de cadena larga, conduce a una disminuedia dintesis demovoy de la
concentracion total de grasa en la leche (Chilliarcbl., 2002). Este efecto es tanto
mayor cuanto mayor es la longitud de la cadenagratio de instauracion y la

proporcién de dobles enlaces en configuratians (Chilliard y col., 2001a).

Por lo general, cantidades moderadas de grasaadatu@abones calcicos o
grasas encapsuladas no producen efecto, o aume@eamente la concentracion de
grasa en la leche (NRC, 2001), mientras que catgglaimilares de grasa insaturada
reducen tanto el porcentaje como la cantidad tajrasa (Dhiman y col., 1999, Bu y
col., 2007, Huang y col., 2008).

El grado de proteccion al ataque microbiano quegmen las grasas que se
incorporan a la racién, puede influir en el cordeny cantidad de grasa en la leche.
Kenelly (1996), en una revision sobre los efecm$adnclusion de semillas oleaginosas
en vacas lecheras concluye que, en general, clastipidos se suministran protegidos
suele producirse un aumento en el contenido ydaahtile grasa, mientras que cuando
las grasas se suministran sin proteger, se obsefgatos variables. Ademas, indica que
el procesado fisico de las semillas aumenta lostafesobre el porcentaje y

composicion de la grasa de la leche.

Las grasas disminuye la sintesis “devo” en la glandula mamaria por una

disminucién en la sintesis de acetato y butiratdval ruminal o bien por el efecto
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inhibidor de determinados acidos grasos sobre magmas lipogénicas (Palmquist,
1984, Chilliard, 1993, Chilliard y col., 2007, Hatine y col., 2009). Estos acidos
grasos se originan durante la biohidrogenaciorogdeétidos grasos poliinsaturados, en
determinadas condiciones de fermentacion ruminalifigan y Griinari 2003, Bauman y
col., 2008). Brent y col., (2008) y Bauman y c(008) indican que el C18tPans-10
cis-12CLA vy el acidoa linolénico disminuyen la actividad de la enzidiacilglicerol

aciltransferasaen las células epiteliales de la glandula mansarial ganado vacuno.

Aunque el C18:2trans 10-cis 12CLA, es el isomero que se sefiala como
principal responsable de la reduccion en la sint@sigrasa, estudios recientes indican
que otros isémeros como el C18i2-10, trans-1ZLA (Saebo y col., 2005) y el C18:2
trans-9, cis-11CLA (Perfield y col., 2007) pueden ejercer un &fesimilar, pero de

menor magnitud.
3.4.2.3. Efectos sobre la proteina

El efecto de la suplementacién con lipidos sobreoatenido en proteina de la
leche suele ser negativo (Wu y Huber, 1994, Waotly 2002, Fearon y col., 2004,
Shingfield y col., 2006, Alzahal y col., 2008), gue esto no sucede en todos los casos
(Mandebvu y col., 2003, Loor y col., 2005, Flowgrsol., 2008).

En la revisibn de Schroeder y col., (2004) se dijcie la reduccion en el
contenido en proteina no esta relacionada conrtdea de lipidos afiadidos en un

rango de 200 a 1000 g por vaca y dia.

Los mecanismos fisiolégicos que explican la redutcén el contenido en
proteina por la suplementacion con grasa no estdpletamente establecidos. Existen

varias teorias para explicarlo:

- Por una alteracion en la fermentacion ruminal iakeice la sintesis de proteina
microbiana y por lo tanto los aminoacidos que ltegala glandula mamaria para la
sintesis proteica (Onettti y Grumer, 2004)

- Por un efecto de dilucién, al aumentar mas ladypeoion de leche que de
proteina (Wu y Huber, 1994, Garnsworthy, 1997, &etire y col., 2004).
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- Al aumentar el flujo energético a la glandula raam se requiere un menor
flujo sanguineo para sintetizar el mismo volumenlatde, con lo que se reduce el
aporte de aminoacidos y la sintesis de proteifda glandula mamaria, provocando un

menor porcentaje de proteina lactea (Cant y ce@3)\L
3.4.2.4. Efectos sobre el perfil de acidos gras@dsd)

El control nutricional del perfil de acidos grasels la grasa de la leche ha
recibido una considerable atencion en los Ultim@ssaver revisiones de Chilliard y
col., 2001a y b, Chilliard y col., 2003, Collomixgl., 2006, Jenkins y McGuire, 2006,
Glasser y col., 2008a y b, Moate y col., 2008, Kmdeda y col.,2008, Woods y Fearon,
2009, Palmquist, 2009, Kouba y Mourot, 2010, P&t 0, Brunschwig y col., 2010).
El objetivo se ha centrado en modificar la relad®d8, reduciendo los acidos grasos
saturados de cadena corta y media y aumentand®dJBs; y en aumentar el contenido
de los is6meros del CLA, sobre todo el &cido rue@rfC18:2cis-9, trans-11L Con
esta finalidad, las fuentes de grasa mas interesanara incluir en las raciones de los
rumiantes son las que aportan alguno de los sigpsieacidos grasos: linoleico,
linolénico, EPA y DHA. El &cido linoleico se enctienen la semilla y aceite de girasol
y soja, el linolénico en la semilla y aceite deafia y los acidos EPA y DHA en los

aceites marinos, procedentes de algas o de pescado.

La forma en que se incorpora el aceite a la racilnye en la capacidad de
modificar el perfil de acidos grasos de la lechei, Aalgunos trabajos ponen de
manifiesto que cuando el aceite se suministra emdode semilla se limita la
biohidrogenacion ruminal en relacion al aporteatmite en forma libre. La cubierta de
la semilla restringe el acceso de las bacteriagsaipidos que contiene (Jenkins y
Bridges, 2007), lo que determina que para un migpwde aceite, los acidos grasos
gue abandonan el rumen sean distintos si éste cegpora en forma libre o se

suministra la semilla.
3.4.2.4.1.- Acidos grasos de cadena corta y media

La mayor parte de los acidos grasos procedentés lgmgénesisie novoen la
glandula mamaria son saturados (C4:0 a C16:0) gadayy® tiene muy poca actividad
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sobre los acidos grasos con menos de 18 &tomoarbeno (Chilliard y col., 2001a).
Sin embargo, una pequefa cantidad de C14:0 y Gbé@esaturados a C14:1y C16:1
en la glandula mamaria. En general, la suplementacon aceite ricos en AG de
cadena larga (> de 16 atomos de carbono) da lugaa aeduccion en el porcentaje de
los de cadena corta y media y un aumento en lesdena larga. Los acidos grasos de
mas de 16 atomos de carbono inhiben la lipogédesiwve y el consumo de aceites
(ricos el AG de cadena larga) da lugar a un malygo fle estos acidos a la glandula
mamaria procedentes de la absorcion intestinaim@abt y col., 1993). El efecto
inhibidor aumenta con la longitud de la cadenandaturacion y la presencia de dobles
enlaces de estructutians (Chilliard y col., 2001a).

Kennelly, (1996) ha revisado el efecto del suministe semillas enteras de
oleaginosas (colza, rica en C18:1, soja, rica eB:Z¢ linaza, rica en C18:3) sobre el
perfil de acidos grasos de la leche. En generaldieion de semillas enteras reduce las
proporciones de AG de cadena corta y media (hasta YCaumenta las proporciones de
C18:1y C18.0.

Recientemente Glasser y col. (2008b) han realiaau® revision en la que
analizan los resultados obtenidos en 145 experoeersobre la respuesta en vacas
lecheras a la suplementacién con aceites de @, girasol y linaza, suministrados
en forma de semillas (sometidas a distintos pralmedao como aceite. Concluyen que
todos los suplementos dan lugar a una reducci@i eontenido en acidos grasos C6 a
C16 con una respuesta variable en C4, que lasdsiela lipidos ricas en C18:2 (soja,
girasol) y C18:3 (linaza) producen un una respusistélar y que las fuentes ricas en
C18:3 suministradas como semilla presentan merestafinhibidor que cuando se

suministran como aceite libre.
3.4.2.4.2. Acidos estearico y oleico

Los acidos estearico y oleico aumentan en la gdesda leche cuando se
suministran grasas que los contienen (sebo, margexsa hidrogenada, oliva, colza) o
por la suplementacién con aceites insaturados d&drBos de carbono (girasol, soja,

linaza). Los dobles y triples enlaces que posesnalidos grasos insaturados son
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hidrogenados en el rumen a estearico y posteridenéesaturados a oleico en la
glandula mamaria por la accién de la enzimlalesaturasa (Palmquist, 1984, Chilliard
y col.,, 2001a). Numerosos trabajos obtienen un atonen el contenido en oleico y
estearico en la leche de vacas suplementadas edasadcos en acido oleico, como el
de colza (Tesfa y col., 1991), linoleico como elgitasol o soja (Rego y col., 2005), y
linolénico como el de linaza (Bu y col., 2007, Gaid y col., (2009).

Algunos autores sefalan que los aceites ricos &12Gian lugar a una mayor
proporcion de C18:0 que los ricos en C18:3 (P20i03, Petit y col., 2004, Loor y col.,
2005) mientras que otros trabajos no encuentrameti€ias en el contenido en C18:0 al
suplementar con aceites ricos en C18:2 o C18:3dqWanl., 2002, Brzoska, 2005).

En la revision realizada por Glasser y col. (2008e)indica que todos los
suplementos (aceites vegetales procedentes ddasenidaginosas incorporados forma
libre, como semilla o protegidos por encapsulaaéformaldehido) dieron lugar a

aumentos similares en el contenido en oleico yaesteen la leche.
3.4.2.4.3. Acidos grasos poliinsaturados

Suministrando aceites ricos en linoleico y linok®naumenta ligeramente su
concentracion en la leche, ya que la hidrogenagi@sufren estos acidos grasos en el
rumen limita su incorporacion a la leche. La Urfimana de aumentar el contenido de
estos acidos en cantidades apreciables es prategeel la hidrogenacion ruminal,
suministrando el aceite en forma de semilla o eswdapdo la grasa. Esta ultima es,
hasta el momento, la forma mas eficaz de aumeaoteiderablemente el contenido en

estos acidos en la grasa de la leche (Chilliarol.y 2001a).

Suministrando aceites marinos (de pescado o agas¢nta el contenido en AG
de la serie n-3 de 20 y 22 atomos de carbono cor@@@&5 o EPA y C22:6 o DHA,
respectivamente (Chilliard y col., 2001a). Sin ergbatal y como comentamos para
otros acidos grasos poliinsaturados, la hidrogémaciminal hace que la transferencia a

la leche sea muy pequenfa.
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Glasser y col., (2008b) en la revision mencionadt@raormente, comparando
distintos tipos de aceite protegidos o libres coyeh que la proteccién fisica de los
suplementos mejora considerablemente el contemdéacalo linoleico y linolénico,

mientras que la semilla o el aceite libre presantafecto mucho mas moderado.
3.4.2.4.4. Acidos grasasansy Acido Linoleico Conjugado (CLA)

La clave para aumentar el contenido en CLA de hdees aumentar la
produccion de C1&: trans-11 (4cido vaccénico) a nivel ruminal, lo que permite
aumentar la sintesis enddgena en la glandula man(@riinari y col., 2000; ver
revision de Shingfield y col.,, 2007, Glasser y ,cd008a). Como sefalamos
anteriormente (apartado 3.3), la desaturacion deloavaccénico se considera la
primera fuente de C18:@is-9, trans-11CLA (4cido ruménico) en los tejidos de los
rumiantes (Bauman y col., 1999; Griinari y col.,020 Piperova y col., 2002).
Maximizar la produccion de vaccénico en el rumeedauconseguirse aumentando sus
precursores (PUFA de 18 atomos de carbono) e gridoi la reduccion de vaccénico a
estearico. Aportar PUFA de 18 atomos de carbondaemacion se puede hacer

facilmente utilizando aceites ricos en acido liremey/o linolénico.

En efecto, numerosos trabajos han podido comprgbarsuplementando las
raciones de vacas lecheras con aceites vegetabssem C18:2 y C18:3 como la soja o
la linaza, aumentan las concentraciones de Gd8:9, trans-11CLA (acido ruménico)

y C181 trans-11(acido vaccénico) en la leche, asi como la desagdmeros que se
producen también durante la hidrogenacion rumimdl&tido linoleico y linolénico
(Dhiman y col., 2000, Lock y Garnsworthy, 2002, yBool., 2007, Fuentes y col, 2008,
Flowers y col., 2008, Caroprese y col., 2010).

Algunos trabajos realizados con distintos tiposcigtes vegetales sugieren que
los aceites ricos en 4cido linoleico aumenta lacentracion de CLA mas eficazmente
(Collomb y col., 2004, Bu y col, 2007). Sin embargock y Garnsworthy (2002) y
Glasser y col (2008b), indican que el acido linménpuede dar lugar a aumentos
comparables a los obtenidos con acido linoleico.
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En general, los aceites vegetales aumentan masnatnido en CLA que la
semilla entera, lo que refleja una mayor acceddédide las bacterias ruminales sobre
los acidos grasos cuando los aceites se incorpemaforma libre, que cuando se

encuentran protegidos en el interior de la ser(@lasser y col., 2008b).

Los trabajos consultados indican que, en geneakdeites de pescado son mas
eficaces que los vegetales para aumentar el cdoteni CLA (Chilliard y col., 2001a).
Los aceites de pescado aportan una minima cantdaBUFA de C18 &tomos de
carbono, por lo tanto el aumento es consecuencla pgeoduccion de vaccénico en el
rumen (Shingfield y col., 2003), ya que la reduncie vaccénico a estearico es
inhibida por el DHA (C22:6 n-3) (AbuGhazaleh y Jesk 2004).

3.4.3. Fase de lactacion

Los estudios realizados, analizando los efectotadacorporacion de grasas
sobre la produccién de leche, en las distintasfdeda lactacion, son muy escasos. La
bibliografia consultada indica una mayor respuestaedia que en inicio de lactacion
debido a que la maxima respuesta a la suplementacibgrasa no se alcanza hasta que
las vacas se encuentran en balance energéticovpdgibreau y Chilliard, 1992, Onetti
y Grumer, 2004).

Schroeder y col., (2004) indican que la reduccide sg observa en el contenido
en proteina al suplementar con grasa, parece sgornem media que en inicio de

lactacion.

Las publicaciones consultadas (Murphy y col., 19B@rber y col., 1997,
Demeyer y Doreau, 1999,) ponen de manifiesto queemeral, la proporcion relativa
de AG de cadena corta (excepto C4) tiende a aumeantante las primeras 8-10
semanas de la lactacién, la proporcién de Cl6:thamece relativamente constante,
mientras que la de C18:0 y C18:1 tiende a dismidunante este periodo. En fases
posteriores de la lactacion los cambios observadosmenores. Barber y col., (1997)
observan que cuando las vacas se encuentran encdaknergético negativo,
movilizando tejido adiposo para la sintesis de dedbrante el inicio de lactacién, la
proporcion de de AG de cadena media en la grasa ldehe disminuye, mientras que
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los C18 aumentan. Fearon y col., (2004) con 4 es/¢D, 200, 400 y 600 g/dia) de
aceite de colza suministrado en forma de semiltaranobservaron que las vacas al
final de la lactacion (231 + 58,9 DEL) produjerom$a con una mayor proporcion de
acidos grasos insaturados que en media lactacRd* (16,2 DEL). Hay que tener en
cuenta que cuando se estudian los efectos dedgoracion de grasa en distintas fases
de la lactacién, las respuestas observadas puesdtm mfluidas por factores
relacionados con la sintesis de la leche y de daagy por lo tanto, la respuesta del

animal no se debe solamente a la fase de lactées@mon y col., 2004).
3.4.4. Efectos sobre la reproduccion

Las vacas lecheras, durante los primeros dias gotsten inicio de lactacion,
sufren un balance energético negativo (BEN) figimo que resuelven movilizando una
gran cantidad de triglicéridos almacenados en gdot@diposo de reserva, lo que
provoca un aumento en la concentracion plasmaticacitios grasos no esterificados
(NEFA o AGNE). Cuando este BEN no puede ser codimlpor los mecanismos
fisiologicos del animal, se produce un desequdilemtre los aportes y las necesidades
energéticas, que normalmente afecta negativamdatmgesta de materia seca (MSI) y
en consecuencia, a la cantidad de energia ingébideckley, 1999). Staples y col.,
(1998), sefialan que la incorporacion de grasas eacion de vacas en postparto no
modifica su estatus energético y sugieren queest@fsobre la respuesta reproductiva
tiene mas que ver con el aporte de acidos grasoadi#ma larga (AGCL) que alteran la

disponibilidad del substrato, que el simple apertergético.

La ineficiencia reproductiva es el principal probke en las explotaciones
lecheras, sobre todo durante la fase de BEN quoe tiggar en inicio de lactacién. Una
forma de mejorar el estatus energético de los desrdurante esta fase y quizas los
rendimientos reproductivos, sea incrementar la idads energética de la racion
mediante la suplementacién con grasas (Ambrosé. y2@96). Aunque Staples y col.,
(1998) senialan que el rendimiento reproductivo sgora con la incorporacion de
grasas en la racion, independientemente del estagrgético. La suplementacion de la

racion de vacas en lactacion con grasas, bienigenoanimal o vegetal, puede influir
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positivamente en el estatus reproductivo de lassréecheras, mejorando la fertilidad,
como consecuencia de un incremento en el tamaffol@ello ovulatorio, el nUmero de
foliculos ovaricos, la concentracion plasmaticgdegesterona, la vida util del cuerpo
liteo y una reduccion en la secrecion metabdlicardstaglandina (PG (Santos y
col., 2008). Igualmente, Santos y col., (2008) olm®n que el efecto de las grasas
incluidas en la racion de vacas lecheras en lactaswbre la reproduccion, tiene mas
que ver con el tipo de grasa (perfil en AG), qua & grasaper se Estos mismos
autores concluyen que al aumentar la densidad é&ieagde la racidon con la
suplementacién con grasas, generalmente mejoranintises reproductivos. Sin
embargo, cuando la produccion de leche y la pérdalgpeso corporal de las vacas

aumentan, no siempre se observan efectos pos#nloe la reproduccion.

Parece ser que los AGPI o PUFA de las familiasym3 tienen un efecto mas
notable sobre la respuesta reproductiva en vacasjua no esta claro si los efectos
estan mediados Unicamente por estos acidos grapos @ros intermediarios que se

producen durante su biohidrogenacion ruminal.

La suplementacién de las raciones para vacas &aci@e con grasas ricas en
AGPI de la serie n-6, mejoran el crecimiento ddictdo, la secrecion uterina de
prostaglandinas, la calidad del embrién y el deflarrde la gestacion. Del mismo
modo, la alimentacion durante la lactacién conagagcas en AGPI de la familia n-3
inhibe la secrecion uterina de prostaglandinasprada calidad del embrion y ayuda a

mantener la gestacion (Santos y col., 2008).

No se conocen muy bien los posibles mecanismobpaue grasas mejoran los

rendimientos reproductivos de las vacas. Se hgyupsto cuatro hipotesis:
- Una mejoria del BEN que conduciria a un acortatnieel anoestro postparto
- Un incremento de la esteroidogenésis que favdieeaea mayor fertilidad

- Un aumento en la concentracion plasmatica delimsuue estimularia el

desarrollo de los foliculos ovaricos
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-La estimulacién e inhibicion de la produccién ycreeion de PGl que

influiria sobre la persistencia del cuerpo lute@ps y col., 1998).

3.4.4.1. Efecto de los acidos grasos sobre la réeation ovarica durante el

postparto.

Uno de los mecanismos por los que la suplementamdngrasa durante el
inicio de lactacion puede mejorar la fertilidadias vacas lecheras, esté relacionado con
su efecto positivo sobre el crecimiento folicutamafio folicular y la ovulacion. (Lucy
y col., 1993; Staples y col., 1998).

Diversos estudios han comprobado que el diamettofdlieulo dominante
aumenta en vacas alimentadas con raciones enmggeein PUFA comparado con
MUFA, sugiriendo que existen efectos diferencialles los acidos grasos sobre el

crecimiento folicular (Bilby y col., 2006; Santoggl., 2008).

Beam y Butler (1997), observaron que las vacas pyasentaron un anestro
postparto mas corto tenian un mayor nimero deutoBcovaricos. Seguramente, al
aumentar el numero y tamafo de foliculos dominamtediante la incorporacion de
grasas en las raciones, se reduzca el intervalm gaimera ovulacion postparto

(Lammoglia y col., 1997; De Fries y col., 1998).

3.4.4.2. Efecto de la insulina sobre la reactivaaio ovarica durante el

postparto.

La insulina es un potente estimulador de la funcigalar en el foliculo ovéarico,
mejora la proliferacion celular y en consecuen@aploduccion de progesterona.
Normalmente, la concentracion plasmatica de inaukfieja el consumo de energia por

parte del animal.

El efecto de suplementar con grasas la racion aasvdecheras, sobre la
concentracion plasmatica de insulina es muy variadepende del estatus energético
en el que se encuentras las vacas. En los trabajdgs que la suplementaciéon con
grasas mejora el estatus energético, la concedtrgdasmatica de insulina aumenta.

Cuando la suplementacion con grasas deprime lagénrde insulina, las células de la

-39 -



Revision bibliografica

granulosa producen una mayor cantidad de IGF-1 egiamula positivamente el
desarrollo folicular (Spicer y col., 1993).

Los PUFA de la racion pueden tener efectos sobintadn ovarica y uterina, y
en consecuencia sobre la sintesis de hormonasoidstess y prostaglandinas. La
insulina y los IGF-1 influyen en la mejora de laeesidogenésis folicular (Robinson y
col., 2002).

3.4.4.3. Efecto de las grasas sobre la funcion late

En ganado vacuno, la mejora de la fertilidad esfécronada con un aumento en
la concentracién plasmatica de progesteroppdirante la fase luteal, antes y después
de la inseminacion artificial (Santos y col., 2008)

Después de la ovulacion, las células de la graaudesdiferencian en células
latéales en el cuerpo liteo que son capaces det@eprogesterona tras ser expuestas al
pulso de LH (Staples y col., 1998).

La concentracion plasmatica de colesterol y suetodd en las células latencias
del foliculo aumentan de forma considerable coiorss suplementadas con grasas, ya
gue el colesterol plasmatico puede ser transpohdwario (Carroll y col., 1992). El
colesterol actlia como precursor en la sintesisrogepterona por parte de las células
latencias del foliculo y esta hormona desemperfienpaortante papel en la implantacion

del embrion en el Utero y en el mantenimiento dgektacion.

El perfil en AG de la grasa de la racion puedeuinfsobre la concentracion
plasmatica de progesterona. Numerosos estudiostranigpie los PUFA de la racién
pueden actuar modulando el metabolismo y la s;tksprostaglandinas (Abayasekara
y Wathes, 1999; Mattos y col., 2000).

El acido linolénico (C18:3, n-3), EPA y DHA son cmidos inhibidores de la
enzima ciclooxigenasa en el tejido endometrial ate Vacas lecheras y por lo tanto,
deprimen la secrecion uterina de prostaglandinasjorando la supervivencia
embrionaria (Mattos y col., 2002, 2003, 2004, Santaol., 2008). El &cido linolénico
(C18:3, n-3), muy abundante en el aceite de linezan precursor del EPA y DHA.
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El acido linoleico actla como un precursor enddgemo la sintesis de
araquidodnico (C20:4-6), por lo que podria incrementar la incorporaaiéréste AG en
la membrana fosfolipidica de las células endonletrigt consecuentemente la sintesis
de PGRky, (Mattos y col.,, 2003). Igualmente, tendria un im@ote papel en la

involucién uterina en el postparto (Kindahl y ca92).

Thangavelu y col., (2007), concluyen que las rasoenriquecidas en acido
linoleico (C18:2, n-6) y linolénico (C18:3, n-3)cederan el desarrollo inicial del
embridon en vacas lecheras, comparadas con racmmreslto contenido en acidos
grasos saturados. La mejora en el desarrollo emdotm se manifiesta por un
significativo incremento en el nimero de blastéreexrpartir de la fase de morula.
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4. Material y métodos
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4.1. PRUEBA EXPERIMENTAL 1: Incorporacion de aceites vegetales

insaturados en raciones de vacas lecheras en inicie lactacion
4.1.1. Animales, Alojamiento y tratamientos experirantales

El experimento se realiz6 en la explotacién de maclechero que posee el
grupo Leche Pascual en Aranda de Duero. EI manejdosl animales durante el
desarrollo de la prueba experimental se realizairseg) real decreto 1201/2005 y
Directiva del Consejo europeo 86/609/EEC sobre fatepcion de los animales

utilizados para experimentacion y otros fines dfuts.

Para la realizacion de este experimento se utlizérvacas lecheras multiparas
de raza Holstein en inicio de lactacion, con 67d8& en leche (DEL), una produccion
media de leche de 33,1+5,4 kg/dia y un peso viX (Redio de 682 + 10,18 kg, que
fueron distribuidos al azar a los distintos tratmds experimentales. Antes de
comenzar el periodo experimental todos los animaestaban consumiendo la misma
racion y la semana previa a comenzar el periodaddptacion (semana 0) se controlé la
produccion de leche, se pesaron los animales yrearon muestras de leche para
conocer su composicion. El experimento se reakgiis un disefio en cuadrado latino
replicado 3 x 3 con periodos de 21 dias. Los posmé#d dias fueron para la adaptacion
de los animales a las raciones experimentales §ltiosos 7 se utilizaron como periodo
de control. Los animales se alojaron en cubiculdviduales de 8 ide superficie con
cama de paja que disponian de comedero indepeadigr@rmitia el control individual
del consumo de alimentos. Durante todo el expetiopdas animales dispusieron de

agua limpia a voluntad.
Las raciones experimentales fueron:
CONTROL: Racién sin grasa afadida

SOJA: Racion con un 4% de aceite de soja sobre MF dlspi (altamente

insaturado, rico en C18:2 y C18:3) en el concentrad

LINAZA: Racién con un 4% de aceite de linaza sobre Mipidako (altamente

insaturado, rico en C18:3) en el concentrado.
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Las raciones experimentales se presentan en k& 4abl Las tablas 4.2. y 4.3.
muestran la composicion quimica y composicion eodcgrasos de las raciones
experimentales, y en la tabla 4.4. aparece la csitipa en acidos grasos de los aceites

utilizados.

Tabla 4.1. Raciones experimentales

Raciones experimentales

Materias primas (% MF) Control Soja  Linaza
Ensilado de maiz 39,7 40,5 40,5
Heno de alfalfa 15,0 15,3 15,3
Cascarilla de soja 4,3 4,3 4,3
Cebada nacional 2,1 11,7 11,7
Paja cebada 1,4 1,4 1.4
Maiz nacional 13,3 - -
Trigo nacional 7,4 5,8 5,8
DDGS maiz 4,0 - -
Harina palmaste 4,0 2,9 2,9
Harina de soja 44% 7,7 7,2 7,2
Raicilla de cebada - 2,9 2,9
Salvado - 4 4
Melaza de cafa - 1,2 1,2
Aceite de soja - 1,5

Aceite de linaza - - 15
Carbonato célcico 0,3 0,3 0,3
Fosfato bicalcico 0,1 0,1 0,1
Bicarbonato sédico 0,6 0,6 0,6
Sal 0,1 0,1 0,1
Correctot 0,1 0,1 0,1
Composicion calculada (% MS) Control Soja  Linaza
MS 22,46 22 22
Proteina Bruta 16,47 16,50 16,50
Extracto etéreo 3,61 4,84 4,84
FND 32,39 34,15 34,15
FAD 20,14 20,72 20,72
FNDf 15,60 15,92 15,92
UFL (UFL/Kg MS) 1 1 1

Corrector 0,3% (Nuter Feed, Espafia): Vit A 3.000.00, Vit D3 750.000 U, Vit E 12.500 UI, Oxido
de Zn 20.500 mg, Quelato de Zn 7.500 mg, Sulfatericd 5.500 mg, Quelato de Cobre 750 mg,
Selenito Sédico 200 mg, Calcio 1.904 mg, Sodio 222
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Las raciones se formularon para que fuesen isoétieag e isoproteicas, y para
qgue cubriesen las necesidades nutritivas de losades segun su estado fisioldgico y
nivel productivo, siguiendo las recomendacioned\dRC (2001) e INRA (2007).

Tabla 4.2.Composicion quimica (% MS) de las raciones expartaies.

Concentrados Raciones experimentales
Composicion (% MS) Control Soja Linaza Control Soja Linaza
MS 90,45 91,76 90,96 66,25 62,47 61,25
Cenizas 6,2 5,7 6 5,69 5,17 5,57
PB 19 17,9 17,4 15,67 15,79 15,55
EE 4,19 5,8 6,2 3,08 4,52 4,21
FND 14,2 22,5 20,2 30,68 31,45 32,95
FAD 6,4 8,6 8,9 21,94 23,4 22,2
Almidon 38,72 31,3 33,7 28,03 25,39 23,76

Tabla 4.3.Composicion en acidos grasos (g/100 g del totaloitdos grasos) de las
raciones experimentales.

Concentrados Raciones experimentales
Acidos grasos Control Soja Linaza Control Soja Linaza
C12:0 8,99 2,02 2,59 6,56 2,13 4,38
C14:0 2,8 1,1 1,03 1,82 1,06 1,6
C16:0 17,66 13,35 11,66 27,05 20,32 18,32
Cle:1 0,54 0,39 0,47 1,3 0,82 0,53
C18:0 2,42 3,41 3,7 4,36 3,46 4,36
C18:1 20,23 23,51 20,83 16,54 16,68 17,55
C18:2 44,96 52,23 27,45 31,65 42,56 28,3
Cc18:3 2,27 3,05 31,61 9,05 10,61 24,11

Tabla 4.4. Composicion en acidos grasos de los aceites adidig en las raciones
experimentales (g/100 g del total de acidos grasos)

Soja Linaza
C12:0 0,12 0,05
C14:0 0,20 0,15
C16:0 9,21 6,77
Ci16:1 0,26 0,12
C18:0 4,82 5,02
C18:1 26,40 20,81
C18:2 52,81 13,82
ci8:3 6,18 53,26
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4.1.2. Desarrollo experimental

Las raciones se suministraron en forma de UNIFEEDa vez al dia,
empezando su distribucién a las 6:30 horas.

En cada uno de los periodos, después de 14 diadaggacion a las distintas
raciones experimentales, se inicio el registroodeisumo de alimentos durante 7 dias
consecutivos. Diariamente se pesaba la cantidadimdento ofrecido y la cantidad de
alimento no consumido. Estos restos eran retiraltes de ofrecer los nuevos
alimentos. La cantidad de racion que se ofrectakeilaba a partir del consumo del dia
anterior, para mantener un margen de alimento agloudel 15%. Durante los 7 dias del
periodo de control, en cada uno de los tres pesicip procedidé a la obtencion de
muestras de las raciones y los ingredientes deatagnes, que fueron congeladas a -
24°C para su posterior andlisis en el laboratorio.

Los animales se ordefiaban dos veces al dia (a0@$héy a las 18:00 h) en una
sala de ordefio tipo paralelo con salida rapidaZdpuhtos por 2, de marca Westfalia-
Surge y con pulsaciones registradas de 60:40. LokirBos dias de cada periodo se
tomaron muestras de leche en el ordefio de la mayjiata la tarde, en cantidad
proporcional a la cantidad de leche producida ela @adefio. Las muestras de leche
obtenidas de los dos ordefios se mezclaron y seiation en dos. Una se conservé a
4°C hasta que se realizaron los analisis de gpasteina y lactosa. La otra muestra se

conservo a -24°C y se utilizo para la determinad®ios acidos grasos.

Las vacas se pesaron durante dos dias consecatitesminar cada periodo

experimental.
4.1.3. Determinaciones analiticas

El contenido en Humedad, N total, extracto etéreenjizas se determind en las
muestras de las raciones y de los ingredientesagleaciones segun la metodologia
propuesta por la AOAC (2006). El contenido en FNBAD se realizd segun la técnica
propuesta por Van Soest, Robertson, Lewis (1991izardo el analizador de fibra
ANKOM200/220.
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Los analisis para la determinacion de la grasaepra y lactosa de la leche se
realizaron segun the International Dairy FederatidfF, 2000), utilizando un
analizador (FOSS Electric A/S, Hillergd, Denmark).

Sobre las muestras de alimentos y leche se det@ehperfil en acidos grasos y
los diferentes isomeros del CLA. La separacionptifieacion y cuantificacion de los

acidos grasos se realizo por cromatografia de gases

La determinacion del contenido en acidos grasososlealimentos se realizd
segun el procedimiento de extraccion y cuantifiwa@n un paso (One Step) propuesto
por Sukhija y Palmiquist (1988) con ligeras modifiones a partir de muestras
liofilizadas. Para ello se pesaran 0.25 g de maigsse colocaron en un tubo con tapon
de rosca. Se utilizé acido Pentadecanoico (C15setto en tolueno (10 mg/ml) como
patron interno, afadiéndose a cada muestra 1 nth delucion. A continuacion se
anadio 3 ml de una mezcla (al 10%) de cloruro eaétn metanol, y 1 ml de tolueno.
Se agitdé durante 30 segundos y se colocd en un dafayena a 70 °C, durante dos
horas. Tras enfriar las muestras a temperaturaesmebse afadieron 5 ml de carbonato
potasico al 6% y 1 ml de tolueno. Seguidamenteagron otra vez las muestras
durante 2 minutos y se centrifugaron a 3000 rpnarter5 minutos. La capa superior
con los ésteres metilicos de los acidos grasosassfitieron a otro tubo al cual se
afadié 1 g. de sulfato sédico anhidro para elimahagua y asi evitar dafiar la columna
cromatografica. Se agito fuertemente y se dejésapona hora. La parte superior se
recogid en un vial de 4 ml. Los ésteres metilicesla$ acidos grasos se analizaron
mediante cromatografia de gases utilizando un apadawlett Packcard HP-6890
(Avondale, PA, EEUU) equipado con un detector aézecion de llama y una columna

capilar HP-Innowax (100 m x 0.32 mm x 0.25 de pgidéirglicol).

La extraccion de los lipidos de la leche se reaiddre las muestras liofilizadas
con una mezcla de cloroformo/metanol (2:1 v/v) segliprocedimiento descrito por
Folch y col., (1957). La grasa extraida fue metlam presencia de metoxido sodico
(Christie, 1982) y analizada por cromatografia deeg tal y como se describe para los

acidos grasos de los alimentos.
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4.1.4. Andlisis Estadistico

Inicialmente se realiz6 la prueba de normalida&kl@piro-Wilk para determinar
si los residuos se distribuian segin una normdjzando el procedimiento
UNIVARIATE del paquete estadistico SAS (V.9.1 Inlsic., Cary, NC). Se considero
que los residuos se distribuyeron normalmente auasdestadistico W fue igual o

mayor de 0,90.

Todos los datos, excepto el peso de los animaesanslizaron como un
cuadrado latino replicado utilizando el PROC MIXEP SAS (V.9.1 Inst. Inc., Cary,
NC). El modelo incluye los efectos fijos racion {Bperiodo (3), como efecto aleatorio
la vaca (6), como medida repetida el dia de mueg8¢ y los valores obtenidos la
semana previa al comienzo del periodo de adaptamiéro covariable, para corregir
posibles desviaciones previas al estudio.

Para elegir la estructura de covarianza que mejoajgstaba a los datos se
utilizé el Criterio de Informacion Bayesiano se ®ahtz (BIC). La estructura de
covarianza que presento el valor de BIC mas bajoossiderd la mas adecuada entre
las siguientes estructuras: simétrica compuesty @®regresiva de primer orden (AR
(1)), auto regresiva heterogénea de primer orde&kR{Hy no estructurada (UN). Las
cuatro estructuras mostraron convergencia y seaei® la estructura CS ya que

presento el menor CIB.

El peso de los animales se analiz6 como un cuadedoim replicado 3 x 3
utilizando el procedimiento GLM de SAS (SAS Indtitunc., Cary, NC). El modelo

incluye el efecto de la racion, el periodo y laavac

Para comparar las medias de los tratamientos $e@ardn los siguientes
contrastes ortogonales: contnd soja y linaza, y sojas linaza. Para comparar las
medias, el nivel de significacién se estableciéPe®,05, pero P<0,1 fue considerado
como una tendencia. Los datos se presentan comasnedrregidas por minimos

cuadrados (LSM, least square means).

-48 -



Material y métodos

4.2. PRUEBA EXPERIMENTAL 2: Incorporacion de aceites vegetales
insaturados en raciones de vacas lecheras, paramesr productivos en media

lactacion y parametros reproductivos.
4.2.1. Animales, Alojamiento y tratamientos experirantales

El experimento se realiz6 en la explotacidon de maclechero que posee el

grupo Leche Pascual en Aranda de Duero.

Para el estudio de los parametros reproductivasgilsgaron 374 vacas lecheras
de raza Holstein no gestantes, en inicio de lama@05 multiparas y 169 primiparas).
Los animales se agruparon en 6 lotes homogénegsén da produccion de leche y
namero de partos, y fueron distribuidos al azar oa Histintos tratamientos

experimentales, en dos réplicas por tratamiento.

Antes de comenzar el periodo experimental, a log 15dias post parto (dpp),
todos los animales estaban consumiendo la misn@nrgda semana previa a comenzar
el periodo de adaptacién se control6 la producdeémeche, se pesaron los animales y
se tomaron muestras de leche para conocer su cmidpod.as vacas recibieron las
raciones experimentales durante al menos 32 semasiasismo, se tomaron muestras
de sangre para conocer los parametros sanguinaatiades en la prueba (NEFA,
Hidroxibutirato, Progesterona, Insulina, e IGF-Bstos datos se utilizaron como
covariables en el analisis estadistico. En esteqgeiprevio, y durante cuatro dias, se
tomé la temperatura rectal, desechando cualquienahrque presentase algun signo

clinico de enfermedad.

Los animales se alojaron en 6 naves con 75 culsicathviduales de cama de
carbonato calcico. Cada nave consiste en una zrepdso cubierta y otra al aire libre,
en la que se encuentra un comedero cubierto de etfbsnlineales de longitud. El
sistema de manejo de la explotacién es de estabuléibre con cubiculos, situados
éstos en la zona de reposo. La disposicion deuloiewalos es de dos filas individuales,
separados por un pasillo de circulacion de limpigatomatica mediante arrobaderas.

Cada nave dispone de dos bebederos de acero ihteidke 3 m de largo y una
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profundidad hasta la lamina de agua de 20 cm, gaguaan el suministro de agua

limpia a voluntad.

Las raciones experimentales fueron las mismas queutdizaron en el

experimento 1 (tabla 4.1):
CONTROL: Racién sin grasa afadida

SOJA: Racion con un 4% de aceite de soja sobre MF dlispi (altamente

insaturado, rico en C18:2 y C18:3) en el concentrad

LINAZA: Raciéon con un 4% de aceite de linaza sobre Mipidako (altamente

insaturado, rico en C18:3) en el concentrado.

La tabla 4.5 muestra la composicion quimica y casigi@n en acidos grasos de
los concentrados y de las raciones experimentiadesomposicion en acidos grasos de
las raciones experimentales y de los aceites aditiz se puede observar en la tabla 4.4.

(Experimento 1)

Tabla 4.5. Composicion quimica (% MS) de los ingredientes y lag raciones
experimentales.

Concentrados Raciones experimentales
Composicidon (% MS) Control Soja Linaza Control Soja Linaza
MS 89,20 90,71 92,37 64,33 63,47 62,12
Cnz 5,9 6,1 5,8 5,43 5,33 5,12
PB 18,8 19,4 19,8 15.66 15,25 15,87
EE 4,34 6,01 6,14 3,32 4,90 4,22
FND 16,86 23,36 22,15 32,22 38,32 37,81
FAD 5,97 9,35 10,15 20,74 22,64 22,62
Almidén 38,97 30,82 31,88 27,20 22,80 21,75
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Protocolo de sincronizaciéon de la ovulaciéon e insenacion artificial

El periodo voluntario de espera fue de 32 + 3 gi@stparto, momento a partir
del cual todas las vacas fueron sometidas a uroquwiot de sincronizacion de la
ovulacion (figura 4.1.). Dicho protocolo consisga una presincronizacion dsfiatus
del ovario con la aplicaciéon de dos inyeccionesPd@, (Dinolytic ®, 5 mg de
dinoprost trometamina, Pfizer Salud Animal, Madi&dpafa) separadas 14 dias una de
otra (método Presynch), seguido de una inyeccio@mRH (Fertagyl ®, gonadorelina
0,1 mg, Veterinaria Esteve, Barcelona, Espafa) id$ cthas tarde, con una tercera
inyeccion de PG 7 dias después y una segunda inyeccion de GnReks2whs tarde
(método Ovsynch, Pursley y col., 1995), para 18a%odespués proceder a la
inseminacion artificial (IA). El diagnostico de ¢@sion (DG) se realizd a los 28 dias
después de la primera IA, con un ecografo de sdradesrectal (Ecografo Bovino
Scanner, corte transversal 90 ° sonda rectal, [adigital color LG Philips LCD TFT
6,4 pulgadas).

Las vacas gestantes volvieron a ser ecografiadas 82 dias tras realizar el
diagnostico de gestacion, para confirmar la ge&taoi identificar posibles pérdidas
embrionarias. Los animales no gestantes se soomti@run nuevo protocolo de
sincronizacion de la ovulacion segun el método @ely el mismo dia en el que se
realizd el diagndstico de gestacion (figura 4.1.a misma persona realizé la

inseminacion artificial en todas las vacas del @rpento.
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Figura 4.1. Esquema del programa reproductivo (sinonizacién vy

resincronizacion de la ovulacién) para la 12 y 2dgeminacion artificial.

P(iFy, PGF,, ‘uRH PGFy, GnRH I'TA
14d L 11d L ~d J/ 1d i 1Sh 4/)
"
o h p o
dpp 32 £3 32 46 57 64 66 67
EC2
| l

e O

Diasdespués 1*'IA 60

2d L& h
>—0
GnRH PGF,, GnRH IA
Diasdespués 1*TIA 28 35 37 38

dpp = dias postparto; 12 IA = primera inseminaciariificial; 22 IA = segunda inseminacién artificial

DG = diagnéstico de gestacion; EC = ecografo.

4.2.2. Desarrollo experimental

Las raciones se suministraron en forma de UNIFEEDa vez al dia,

empezando su distribucioén a las 6,30 horas.

Diariamente, en cada uno de los lotes se contml@antidad de alimento
ofrecido y la cantidad de alimento no consumidcs kestos del dia anterior, de cada
lote, eran retirados a la misma hora antes deafiles nuevos alimentos. La cantidad
de racion que se ofrecia en cada lote se calcalgdzatir del consumo del dia anterior,

para mantener un margen de alimento no consumidstle
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Mensualmente se procedié a la obtencion de mued&das raciones, de los
piensos y de los restos, que fueron congeladad®& Qara su posterior andlisis en el

laboratorio.

Los animales se pesaron tres veces a lo largoedieldo experimental: a los O,
32 y 67 dias en leche (DEL).

Para el estudio de los rendimientos reproductieo®maron 3 muestras de 10
cc de sangre a lo largo del periodo postparto-26d), 57 (-10 d) y 67 (d 0 = IA) dias
postparto (dpp). La extraccion de las corresponeg&muestras de sangre, se realizo
mediante puncidbn en la vena coccigea recogiéndosduleos Vacutainer (BD
Vacutainer Systems, Plymouth, Reino Unido). A aandicion, se separaron las células
del suero o plasma mediante centrifugacion. Paeneb suero, la sangre se recogié en
tubos sin ningun tipo de anticoagulante, se degguglar durante aproximadamente 12
horas, y posteriormente se centrifugd durante Iutos a 3.500 rpm. El sobrenadante
se traspasO a un tubo eppendorf y se congelé &,-2@fa mas tarde determinar la
concentracion de acidos grasos no esterificadog=f\E3-hidroxibutirato (BHBA),

Progesterona @, Insulina y el factor de crecimiento similar araulina tipo | (IGF-1).

Los datos reproductivos de las 374 vacas fuerargréos a lo largo de todo el
periodo experimental y se controlaron: dias al pmero de inseminaciones, dias

abiertos, dias a 12 inseminacion artificial y potage de deteccion de celos.

Los animales se ordefiaban dos veces al dia (@0@$h6y a las 18,00 h) en una
sala de ordefio tipo paralelo con salida rapidaZdpuhtos por 2, de marca Westfalia-
Surge y con pulsaciones registradas de 60:40. Budas tres uUltimas semanas del
periodo experimental se seleccionaron 15 animaesada lote, que se encontraban en
media lactacion (DEL=210+£22), de los que se tomanomestras de leche (una muestra
semanal, semana 30, 31 y 32 de lactacion). Lastragese obtuvieron en el ordefio de
la mafiana y de la tarde, en cantidad proporcioalcantidad de leche producida en
cada ordefio. Las muestras de leche obtenidas ddokosrdefios se mezclaron y se
dividieron en dos. Una se conservé a 4°C hastasguealizaron los andlisis de grasa,
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proteina y lactosa. La otra muestra se conserv®48C- y se utiliz6 para la
determinacion de los acidos grasos.

4.2.3. Determinaciones analiticas

El analisis de las raciones y los ingredientesadedciones (Humedad, proteina
bruta, extracto etéreo, cenizas, FAD y FND), asi@ae las muestras de leche (grasa,
proteina, lactosa y perfil de acidos grasos) skzegan segun la metodologia descrita

en el experimento 1.

Para la determinacion de la concentracion plasmétclos NEFA se empleo el
método enzimatico colorimétrico (ACS-ACOD-MEHA, NEK, Wako®, Neuss), con
el analizador Olympus AU400 (Olympus Diagnostica WBin Hamburg). La
concentracion plasmatica de progesterona se realmgliante el método de
inmunoensayo enzimatico competitivo (ELISA, EIA-15®RG Diagnostics, Marburg,
Germany). La determinacion plasmatica de insulsdev6 a cabo con un ELISA tipo
sandwich (Mercodia Bovine Insulin ELISA, Suecialjizando el lector EMS Reader
MF V.2.9-0. Igualmente, la concentracion de IGFeldetermind mediante el método
ELISA tipo sandwich (Active Non-Extraction IGF-1 BA DSL-10-2800, Diagnostic
Systems Laboratorios Inc., EEUU). Por ultimo, lacentracién de D-3-Hidroxibutirato
se obtuvo mediante el método cinético enzimatiom el reactivo RANBUT D-3-
Hydroxybutirate (RANDOX®).

4.2.4. Andlisis Estadistico

Inicialmente, se realiz6 la prueba de normalidad S¥apiro-Wilk para
determinar si los residuos se distribuian segunnamana, utilizando el procedimiento
UNIVARIATE del paquete estadistico SAS (V.9.1 Inlsic., Cary, NC). Se considero
gue los residuos se distribuyeron normalmente auardestadistico W fue igual o
mayor de 0,90.

Para el andlisis de los datos de produccion, coitiposy acidos grasos de la
leche, asi como los parametros sanguineos seouslizprocedimiento MIXED del

paquete estadistico SAS (V.9.1 Inst.. Inc., Car@).NEn el modelo, la racién fue
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introducida como efecto principal, la vaca coma&f@leatorio, la semana de muestreo
como medida repetida y los valores obtenidos laasanprevia al comienzo del periodo

de adaptacion como covariable, para corregir pesitéesviaciones previas al estudio.

Para elegir la estructura de covarianza que mejoajsstaba a los datos se
utilizé el Criterio de Informacion Bayesiano se wahtz (BIC). La estructura de
covarianza que presento el valor de BIC mas bajmoasiderd la mas adecuada entre
las siguientes estructuras: simétrica compuesty @®regresiva de primer orden (AR
(1)), Auto regresiva heterogénea de primer ordeRHy no estructurada (UN). Las
cuatro estructuras mostraron convergencia y enstdde casos se seleccion6 la

estructura CS ya que presentd el menor CIB.

Para estudiar la evolucion de los parametros saegsien los diferentes
tratamientos experimentales se estudiaron las aictemes entre el tiempo y el
tratamiento. Cuando el valor P, de la interaccide €0,1, las diferencias entra las

medias se establecieron siguiendo el método LSD.

Se realiz6 un analisis de varianza de una via glagatudiar las variaciones de
peso empleando el procedimiento GLM del paquetalédtco SAS (SAS Institute Inc.,
Cary, NC).

Para valorar los tratamientos se realizaron losienges contrastes: contres
soja y linaza, sojas linaza. El nivel de significacién se establecié R«0,05, pero
P<0,1 fue considerado como una tendencia. Los dsgopresentan como medias

corregidas por minimos cuadrados (LSM, least squaans).

Con las siguientes variables: dias al pico, nund@goinseminaciones, dias
abiertos, dias a la primera inseminacion y por¢ema deteccion de celos, debido a no
ajustarse a los criterios de normalidad, se realiz@nalisis de Kruskal-Wallis. Los

datos se presentan en las tablas como medianaggsrantercuartilicos.
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- 56 -



Resultados

5.1. PRUEBA EXPERIMENTAL 1: Parametros productivosy composiciéon
de la leche en inicio de lactacién

5.1.1 Parametros productivos en inicio de lactacion

En la Tabla 5.1. aparecen reflejados los valorediosale ingesta diaria (kg/dia)
de materia seca y de grasa, la produccion de ldehm@ (kg/dia), la produccion de
leche diaria corregida al 4 % de grasa (kg/dia)pedo vivo medio del periodo
experimental (kg), la variacion de peso (kg/didomtenido (%) y cantidad (g/dia) de
grasa, proteina y lactosa, para los tres tratapseakperimentales. Para todos los
valores mencionados aparece en la tabla el ertandsr de la media corregida por

minimos cuadrados y los niveles de significacidisterte entre los tratamientos.

Como se puede observar, la inclusion de aceitétipcede aceite empleado no
afectdé de forma estadisticamente significativa (P50 la materia seca ingerida
(kg/dia), la produccion de leche (kg/dia), ni ergemtaje y cantidad de proteina y
lactosa. En la variacion de peso diaria, tampoaabservaron diferencias significativas

(p>0,05) entre los tratamientos.

Como es logico, los animales de los tratamientosaoeite consumieron mayor
cantidad de grasa (P=0,034) que los del tratamieoidrol (0,94 para el tratamiento
con soja y 0,83 para el de linaza, frente a 0,68 patratamiento control, sin grasa
afnadida).

La produccion de leche corregida al 4 % de grasgpyesada en kilogramos/dia
present6 una tendencia a la significacion (P=0,08%) una mayor producciéon de leche
para el tratamiento control (43,21 kg) comparadolos tratamientos soja (32,84 kg) o
linaza (34,84 kQ).

El porcentaje de grasa de la leche presentdé un malor (P=0,016) en el
tratamiento control (4,24 %) que la de los tratamase soja (2,77 %) o linaza (3,20 %),
sin diferencias significativas entre estos dosnat tratamientos.

De igual modo los kilogramos de grasa lactea dipr@ucidos presentaron
diferencias significativas (p=0,036) entre el tnaitento control (1,79 kg) que presentd
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el valor mas alto, cuando lo comparamos con logarnm@ntos soja (1,12 kg) o
tratamiento linaza (1,26 kQ).

Tabla 5.1 Ingestion de materia seca (MSI), produccion y posicion de la leche en
los diferentes tratamientos experimentales endrdei lactacion (medias corregidas por
minimos cuadradotgast square meahs

Tratamientos experimentales

Control Soja Linaza SEM* Nivel sig.

Materia seca ingerida (Kg./dia) 22,46 20,90 19,82 ,064 0,317
Grasa ingerida (Kg./dia) 0,692 0,94% 0,833 0,042 0,034
Produccion leche (Kg./dia) 39,54 39,65 39,66 2,044 0,741
Produccion  leche  corregitla 43,2F 32,84 34,84 3,21 0,095
(Kg./dia)

Peso vivo (Kg.) 690,5 687,3 668,3 11,26 0,693
Variacién de peso (Kg./dia) -0,23 -1,06 -1,39 0,611 0,740
Grasa (%) 4,74 2,77 3,20 0,305 0,016
Grasa (Kg./dia) 1,79 1,12 1,26 0,165 0,036
Proteina (%) 2,58 2,81 2,64 0,082 0,196
Proteina (g/dia) 1,06 1,11 1,05 0,087 0,870
Lactosa (%) 4,46 4,70 4,53 0,107 0,284
Lactosa (Kg./dia) 1,84 1,89 1,79 0,151 0,895

ISEM: Error estandar de la media corregida por nosiouadrados

2 Produccién de leche corregida al 4% de grasa4XXg. de leche) + (15 x Kg. de grasa) (Gaines,
1927)

2P gyperindices distintos en la misma fila indicaereincias significativas (P<0,05).

5.1.2. Composicion de los acidos grasos de la le@meinicio de lactacion

En la Tabla 5.2. se presenta la composicion eroagohasos (g/100 g del total de

acidos grasos) de la grasa de la leche en lo®difes tratamientos experimentales.

Los &cidos grasos mayoritarios en el tratamientdroby soja fueron el acido
palmitico (C16:0) (32,53 % y 30,92%), seguido ds &xidos oleico (C18:tis-9
(27,70 %, y 28,24%), estearico (C18:0) (12,26% p%3 y miristico (C14:0) (11,55%
y 10,36%). En el tratamiento con aceite de lindas,acidos oleico (C18:tis-9 vy
palmitico (C16:0) alcanzaron valores similares 2% y 28,92%, respectivamente),
seguidos de los &cidos esteérico (C18:0) (13,63ftiyigtico (C14:0) (10,51%).

No se observaron diferencias estadisticamente fisggivas (P>0,05) en el
contenido en C4:0, C8:0, C12:0, C14:0y C14:1.

- B8 -



Resultados

La grasa de la leche de los animales que no corsoimaceite en la racion

presentd una tendencia (P=0,086) a un mayor calteen C16:0 que los que

consumieron soja o linaza (32,53 % frente a 30,92 28,92 %). No se observaron

diferencias estadisticamente significativas (P>6ril¢l contenido en C16:1 y C18:0.

Tabla 5.2: Composicion en acidos grasos (g/100 g del totahaldos grasos) de la
grasa de la leche en los diferentes tratamientpsregmentales en inicio de lactacion
(medias corregidas por minimos cuadratlssst square meahs

Tratamientos experimentales

Control  Soja Linaza SEM! Nivel sig.

C4:0 2,463 2,138 2,108 0,1942 0,257
C8:0 0,222 0,166 0,188 0,020 0,116
C12:0 3,288 2,897 2,707 0,255 0,257
C14:0 11,55 10,36 10,51 0,580 0,219
cl4a:1 1,092 0,917 1,048 0,197 0,743
C16:0 32,53 30,92 28,92 1,206 0,086
C16:1 1,613 1,481 1,290 0,189 0,379
C18:0 12,26 13,16 13,63 1,054 0,583
C18:1cis-9 27,70 28,24 29,01 1,663 0,845
C18:1trans-11(Acido Vaccénicp 1,793 2,646 3,407 0,281 <0,001
C18:2cis-9,cis-12n-6 4,05F° 5,057 4,149 0,388 0,085
C18:2cis-9, trans-1ICLA (Ac. Ruménico) 0,858 1,246 1,384 0,085 <0,0001
C18:2trans-10, cis-12 CLA 0,028 0,064 0,037 0,006 <0,001
C18:3cis-9, cis-12, cis-15n-3 0,466 0,669 1,314 0,081 <0,0001
C20:4n-6 (Araquidonico) 0,226 0,174 0,150 0,017 0,013
C20:5-3(EPA) 0,044 0,074 0,067 0,009 0,028
Insaturados 37,57 40,36 42 0t 1,699 0,097
Saturados 62,43 59,70 57,99 1,699 0,097
Monoinsaturados (MUFA) 31,87 32,99 34,85 1,669 0,373
Poliinsaturados (PUFA) 5,713 7,309 7,09F 0,457 0,029
Poliinsaturados/saturados 0,093 0,123 0,124 0,0091 0,020
Totaln-3 0,576 0,816 1,46 0,0835 <0,0001
Totaln-6 4,28° 5,23 4,29 0,386 0,097
n 6/n3 7,77 6,48 3,10 0,5369 <0,0001
AG cadena corta y media (C4 a C16) 52,8 48,90 46,7% 2,011 0,069
AG cadena larga (>C18) 4719 51,09 53,28 2,011 0,067
indice Desaturaga

C14:1/(C14:0+C14:1) 0,080 0,094 0,090 0,0152 0,810

C16:1/(C16:0+C16:1) 0,046 0,043 0,042 0,0048 0,770

C18:1/(C18:0+C18:1) 0,685 0,667 0,681 0,0299 0,863

C18:2 cis-9, trans-11/(C18:1 trans-11+ (0,372 0,344 0,302 0,0399 0,461

C18:2 cis-9, trans-11)
indice de aterogenicidad 2,260 1,987 1,807 0,1783 0,137

ISEM: Error estandar de la media corregida por nosiouadrados

% (Kelsey y col., 2003).

¥(C12:0+4xC14:0+C16:0)/(MUFA+PUFA) (Ulbricht y Soggte, 1991).
3P gyperindices distintos en la misma fila indicderéincias significativas (P<0,05).
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El contenido en C18:ltrans-11 (4cido vaccénico) fue significativamente
superior (P<0,001) en los animales que consumiemcgite, y los animales que
consumieron aceite de linaza presentaron un mayaegido en este acido graso que
los que consumieron soja (1,79%, 2,65% y 3,4% [mrdratamientos control, soja y

linaza, respectivamente).

La leche de los animales que consumieron aceisojdepresentd una tendencia
(P=0,086) a un mayor contenido en acido linoleic@8:2, cis-9, cis12 que los que

consumieron aceite de linaza (5,06% frente a 4,15%)

El contenido en acido ruménico (C1&i28-9, trans-11CLA) de la leche de los
animales que fueron suplementados con aceite duéisativamente (p<0,0001) mayor
gue la del grupo control, sin observar diferenc@sificativas entre el tipo de aceite
empleado. Los valores observados fueron de un %@,8m el control, 1,24 %, en el
tratamiento con soja y un 1,38 % en el de linaza.

En el contenido en C18tPans-10, cis 1ZLA también se observan diferencias
significativas (p<0,001) entre los tratamientogsgntando el mayor valor el aceite de
soja (0,064 %), seguido del aceite de linaza (0®@3/y por ultimo el tratamiento
control (0,028 %).

Se encuentran diferencias significativas (p<0,08dra el contenido de &cido
linolénico (C18:3cis-9, cis-12, cis-1bentre tratamientos, presentando el valor mas alto
los animales alimentados con aceite de linaza 41%), seguido de los animales
alimentados con aceite de soja (0,669%) y por dltlos animales con tratamiento
control (0,466%).

La grasa de la leche de los animales del gruporaofdin grasa afadida)
presentd un mayor (P<0,05) contenido en acido aégico (C20:4) y menor en
(P<0,05) EPA (C20:5) que los que consumieron ackitsoja o linaza (0,226 %, 0,174
% y 0,150 %para el acido araquidénico y 0,044 %/0% y 0,067 % para el EPA en

los tratamientos control, soja y linaza, respeatieate).
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Los tratamientos con soja o linaza presentarontandencia (P=0,09) a un
mayor contenido en el total de acidos grasos imsdbis y menor contenido en
saturados frente al tratamiento control (37,57%3@ y 42,02% para el total de
acidos grasos insaturados y 62,43%, 59,70% y 57,p8fa los saturados, en los

tratamientos control, soja y linaza, respectivament

La cantidad total de acidos grasos poliinsaturdBos-A) de la grasa de la leche
presenta un porcentaje significativamente supdpef,05) para el caso del aceite de
soja (7,31 %) y del aceite de linaza (7,09 %) coambas con el tratamiento control
(5,71 %).

También ocurre para la relacion poliinsaturadogfadbs, donde los
tratamientos soja (0,123 %) y tratamiento linazald® %) presentan valores
significativamente superiores (p<0,05) frente atamiento control (0,093 %), y sin
diferencias entre el tipo de aceite empleado.

Para el total de acidos grasos de la serie n-2pies en la leche se encuentran
diferencias significativas entre los tres tratartuenp<0,0001), siendo el de linaza el
que presenta el mayor valor (1,46 %), seguidordé&riento con soja (0,816 %) y por

altimo el tratamiento control (0,576 %).

Del total de acidos grasos de la serie n-6 se whsena tendencia a la
significacién (p<0,097), siendo superior el poregmen el caso del aceite de soja (5,23
%) comparado al aceite de linaza (4,29 %).

La relacién n-6/n-3 presenta diferencias signifiest (p<0,0001) entre los
tratamientos, presentando el mayor valor el traatoi control (7,71 %), seguido del

tratamiento soja (6,45 %) y por ultimo el tratanigelmaza (3,10 %).

La grasa de la leche de los animales que no coesoimaceite en la racion
present6 una tendencia (P=0,07) a un mayor comt@mdicidos grasos de cadena corta
y media (C4 a C16) y un menor contenido en losadkeiga larga (>C18) que la de los

gue consumieron soja o linaza (52,80 %, 48,90 %,y51% para los de cadena corta y
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media y 47,19 %, 51,09 % y 53,25 % para los dermdarga en los tratamientos

control, soja y linaza, respectivamente).

El indice desaturasa se calculé6 como un posiblieaddr de la actividad de la
A® desaturasa a partir de la relacién entre el &gidso correspondiente y la suma de
ese acido graso y su precursor (Kelsey y col., RBBindice de aterogenicidad, se
calcul6 a partir de la propuesta de Ulbricht y $&gate, (1991) como:
(12:0+4xC14:0+C16:0)/(MUFA+PUFA). No se observaron diferencias

estadisticamente significativas (P>0,1) en ningimtos indices calculados.
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5.2. PRUEBA EXPERIMENTAL 2: Parametros productivosy composicion
de la leche en media lactacion, y parametros reprodtivos

5.2.1. Parametros productivos en media lactacion

En la Tabla 5.3. aparecen reflejados los valorediosedel consumo diario de
materia seca (calculado a partir del consumo del),lda produccion de leche y la
produccion de leche corregida al 4 % de grasagc@sbD los porcentajes y cantidades
(kg/dia) de grasa, proteina y lactosa durante res diltimas semanas del periodo
experimental (semanas 30, 31 y 32 de lactaciémp faos los valores mencionados

aparecen en la tabla los niveles de significackistente entre los tratamientos.

Como se puede observar, la suplementacion coreacgggetales o el tipo de
aceite empleado no afect6 (P>0,1) la ingestion dtemia seca (kg/dia), la produccion
de leche (kg/dia), la produccién de leche corregidd % de grasa, el porcentaje de

lactosa, ni las cantidades (kg/dia) de proteirscipba.

Tabla 5.3 Produccion y composicion de la leche en los difegs tratamientos
experimentales en media lactacion (medias corregma minimos cuadradofeast
square means

Tratamientos experimentales
Control Soja Linaza SEM' Nivel sig.

Materia seca ingerida del lote (Kg./dia) 23,86 23,4 24,18 1,168 0,965
Produccion leche (Kg./dia) semana 30 a 32 30,18 4032, 31,48 1,492 0,587
PL corregida (Kg./dia) semana 30 a 32 28,08 26,16 25,84  1,514,5560
Grasa (%) 34 269 299 0,167 0,011
Grasa (Kg./dia) 1,06 0,878 0,886 0,068 0,098
Proteina (%) 333 309 316 0,062 0,022
Proteina (g/dia) 0,976 1,00 0,984 0,061 0,921
Lactosa (%) 4,78 4,68 4,70 0,048 0,324
Lactosa (Kg./dia) 1,685 1,505 1,503 0,097 0,440

ISEM: Error estandar de la media corregida por nosiouadrados

2 Produccién de leche corregida al 4% de grasa4X®g. de leche) + (15 x Kg. de grasa) (Gaines,
1927)

2P gyperindices distintos en la misma fila indicaereincias significativas (P<0,05).

La leche de los animales que consumieron aceiti e€acion (soja o linaza)
presenté un menor porcentaje (P<0,05) y una temmlanena menor (P=0,098) cantidad
(kg/dia) de grasa que los del grupo control (sieitacen la racion). Los valores

observados en el porcentaje de grasa fueron 3,fddd¥te a 2,65% y 2,99%, y en la
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cantidad de grasa 1,06 (kg/dia) frente a 0,88 {(&p/¢ 0,89 (kg/dia) para los

tratamientos control, soja y linaza, respectivament

Para el porcentaje de proteina lactea producidsteexiiferencias significativas
(P<0,05) entre el tratamiento control (3,33 %) camapo con los tratamientos soja
(3,09 %) o linaza (3,16 %).

5.2.2. Composicion de acidos grasos de la lecheneedia lactacion

En la Tabla 5.4. se presenta la composicion eroagohsos (g/100 g del total de
acidos grasos) de la grasa de la leche en losedtts tratamientos experimentales
obtenidos durante las tres Ultimas semanas deldmegxperimental (semanas 30, 31y
32 de lactacion). Para todos los valores menciagnagarecen en la tabla los niveles de

significacion existente entre los tratamientos.

Los acidos grasos mayoritarios en los tratamieobtosrol, soja y linaza fueron
el acido palmitico (C16:0) (41,64%, 34,83% y 34,%3%leico (C18:1cis-9 (20,06 %,
26,24% y 23,20%), seguidos de los acidos mirisficd4:0) (13,65 %, 13,33 % vy
12,89%) y estearico (C18:0) (7,26 %, 8,98 % y 980

La grasa de la leche de los animales que no coesoimiaceite (control)
presentd un mayor contenido en C4:0, C12:0, C1€16:1 (P<0,05) y C16:0
(P<0,0001) que la de los que consumieron aceiw@eo de linaza. En el caso de los
acidos C4:0, C16:0 y C16:1, no se observaron ditgas segun el tipo de aceite
utilizado (soja o linaza), mientras que el contereth C12:0 fue mayor y el de C14:1
menor en los animales que consumieron aceite dedifrente a los que consumieron
soja. Los valores observados fueron para el C4:Q,282 %, 0,94 % y 1,05; para el
C12:0 de 3,99 %, 2,76 % y 3,62 %; para el C14:1,80 %, 1,59 % y 1,39 %; para el
C16:0 de 41,64 %, 34,86 % y 34,53 % y para el Cil6:2,83 %, 2,34 % y 2,12 %, en
los tratamientos control, soja y linaza, respeatieate.

La grasa de la leche de los animales que no coesoimiaceite (control)
presentd un menor (P<0,005) contenido en acidamrsbe(C18:0) que la de los que

consumieron aceite de soja o de linaza (7,26 %dr@18,98 % y 9,80%).
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El contenido en acido vaccénico (C18tlans-1] presenté diferencias
significativas (P<0,0001) entre los tratamientddeniendo el tratamiento con aceite de
linaza el mayor valor (3,45 %), seguido del tratmtv con aceite de soja (1,80 %) y

por ultimo el tratamiento control (1,55 %).

Tabla 5.4.: Composicién en acidos grasos (g/100 g del totahaldos grasos) de la
grasa de la leche en los diferentes tratamientpere®entales en media lactacion
(medias corregidas por minimos cuadratEssst square meahs

Tratamientos experimentales

Control  Soja Linaza SEM! Nivel sig.

C4:0 1,22 0,942 1,08 0,049 0,002
C8:0 0,085 0,177 0,074 0,0441 0,222
C12:0 3,99 2,76 3,62 0,331 0,039
C14:0 13,65 13,33 12,89 0,528 0,611
C14:1 1,69 1,59 1,39 0,068 0,019
C16:0 41,64 34,86 34,53 0,383 <0,0001
C16:1 2,83 2,343 2,12 0,172 0,023
C18:0 7,26 8,08 9,80 0,467 0,002
C18:1trans-11(Acido Vaccénicp 1,55 1,80 3,45 0,230 <0,0001
C18:1cis-9 20,06 26,24 23,20 0,933 0,004
C18:2cis-9,cis-12n-6 3,99 50F 4,57 0,118 <0,0001
C18:2cis-9, trans-11CLA 0,58 0,82 1,3¢ 0,083 <0,0001
C18:2trans-10, cis-12 CLA 0,064 0,128 0,088 0,0102 <0,0001
C18:3cis-9, cis-12, cis-15n-3 0,640 0,653 117 0,048 <0,0001
C20:4n-6 (Araquidonico) 0,239 0,164 0,170 0,0271 0,090
C20:5:1-3(EPA) 0,138 0,160 0,167 0,0160 0,208
Insaturados 31,86 39,07 37,59 0,949 <0,0001
Saturados 67,84 60,7% 62,02 0,951 <0,0001
Monoinsaturados 26,14 32,0t 30,17 0,859 <0,001
Poliinsaturados 572 7,0F 7,40 0,201 <0,0001
Poliinsaturados/saturados 0,08% 0,116 0,127 0,0043 <0,0001
Totaln-3 0,845 0,897 1,34 0,051 <0,0001
Total n-6 4,23 517 4,67 0,118 <0,0001
n6/n3 5,34 6,04 3,63 0,266 <0,0001
AG cadena corta y media (C4 a C16) 65,10 55,76 55,77 <0,0001
AG cadena larga>C18) 34,60 44,07 43,83 1,021 <0,0001
indice Desaturaga

C14:1/(C14:0+C14:1) 0,134 0,108 0,119 0,0201 0,425

C16:1/(C16:0+C16:1) 0,063 0,063 0,058 0,0040 0,567

C18:1/(C18:0+C18:1) 0,716 0,741 0,706 0,0212 0,509

C18:2 cis-9, trans-11/(C18:1 trans-11+ 0,28£§‘b 0,393 0,26§ 0,0331 0,028
C18:2 cis-9, trans-11)

indice de aterogenicidad 3,29 2,38 2,42 0,163 <0,0001

ISEM: Error estandar de la media corregida por nosiguadrados

% (Kelsey y col., 2003).

3(C12:0+4xC14:0+C16:0)/(MUFA+PUFA) (Ulbricht y Soggite, 1991).

2P gyperindices distintos en la misma fila indicaereincias significativas (P<0,05).
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La incorporacion de aceite, asi como el tipo ddateagilizado afectaron de
forma estadisticamente significativa (P<0,05) eltenido en acido oleico (C18dis-9)
y linoleico (C18:2cis-9, cis-12 de la leche. Los animales alimentados con ackite
soja presentaron el valor mas alto, seguidos pogle consumieron aceite de linaza y
por ultimo los que no consumieron aceite en ladracios valores observados para el
acido oleico (C18:@is-9 fueron de 20,06 %, 26,24 % y 23,20 % y pararalldico
(C18:2cis-9, cis-12 de 3,99 %, 5,01 % y 4,51 %, en los tratamiento#rol, soja y

linaza, respectivamente.

La grasa de la leche de los animales que consuméasreite presentd un mayor
contenido en los dos isémeros estudiados del doidéeico (C18:2cis-9, trans-11
CLA (P<0,0001) y C18:2Zrans-10, cis 1ZLA (P<0,001)). En cuanto al tipo de aceite
incorporado, la grasa de los animales que consamiaceite de linaza presentd un
mayor contenido en C18:Ris-9, trans-11CLA (a4cido ruménico), pero un menor
contenido en C18:2rans-10, cis 12CLA que los que consumieron aceite de soja
(P<0,05).

El contenido de acido linolénico (C18:8is-9, cis-12, cis-16 presentd
diferencias estadisticamente significativas (P<@Q@ntre tratamientos, el valor mas
alto se observo en los animales alimentados cdteate linaza (1,111 %), seguido de
los animales alimentados con aceite de soja (066 por ultimo los animales con el

tratamiento control (0,639 %).

En la grasa de la leche de los animales que copsomaceite se observo una
tendencia (P=0,09) a un menor contenido en &cidguétonico en relaciéon a los
animales del grupo control (0,24 % en la del gropetrol, frente a 0,16 % y 0,17% en

la de los grupos soja y linaza, respectivamente)

No se observaron diferencias estadisticamentefisigfivas en el contenido en
C20:5n-3 (EPA) (P>0,05).

La grasa de la leche de los animales que consumareite (soja o linaza)

presentd un mayor contenido en el total de acidesog insaturados (P<0,0001),
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monoinsaturados (MUFA) (P<0,001) y poliinsaturades/FA) (P<0,0001) que la de
los que no consumieron aceite en la racion (groméral).

El total de acidos grasos insaturados de los tiatdos soja y linaza fue de un
39,07 % y 37,59 % frente a un 31,86 % que presamtbrs del grupo control. El
contenido en MUFA y PUFA fue respectivamente de3@r01 % y 7, 01 % en el
tratamiento con soja y de un 30,17 % y 7,40 % esedinaza, frente a un 26,14 % y
5,72 % que presentaron los del grupo control.

Como consecuencia, la relacién poliinsaturadosiaadts fue significativamente
mas alta (P<0,0001) en la leche de los animalescqusumieron soja o linaza en
relacion a la del grupo control (0,116 y 0,121 fieem 0,085)

El total de acidos grasos de la serid presentes en la leche aument6 de forma
estadisticamente significativa (P<0,0001) al auarert grado de insaturacion de la
grasa incorporada en la racién. Asi el contenids Iba@o se observa en la racion control
(0,845 %), seguido por la soja (0,891 %) y pomnutdtia linaza (1,34%).

En el total de acidos grasos de la ser@ también se encuentran diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,0001) pres®ao valor mas alto el aceite de soja
(5,17 %), seguido del aceite de linaza (4,67 %pnultimo el tratamiento control (4,23
%).

En la relacidm-6/n-3se encontraron diferencias significativas (P<01Q@htre

los tratamientos soja (6,04) y linaza (3,63).

La grasa de la leche de los animales que recibiaceite en la racion (soja o
linaza) presentdé (P<0,0001) un menor contenido cdhos grasos de cadena corta y
media (C14 a C16) y mayor de los de cadena |&i@a&) que la de los animales que no

consumieron aceite (grupo control).

El indice desaturasa C18c#s-9, trans-14(C18:1 trans-11#C18:2 cis-9,trans-
11) presentd diferencias significativas (P=0,028yesit tratamiento con aceite de soja

(0,393) y el tratamiento con aceite de linaza (8)26
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El indice de aterogenicidad presenté diferencigsifitativas (P<0,0001) entre
el tratamiento control (3,295) comparado con latatientos con aceite de soja, (2,38)

y linaza (2,42), sin diferencias entre estos dosak.
5.2.3. Parametros reproductivos

La tabla 5.5 muestra la produccion de leche al fficoduccién mas alta a lo
largo de la lactacion), los dias en leche al piegorbduccion y la variacion de peso

(kg/dia) entre la primera y la cuarta y entre lartaly la octava semana post parto.

Los animales que consumieron la racién con aceiténdza produjeron mayor
cantidad de leche al pico (P<0,0001) y tardaronasetias en alcanzarlo (P<0,05) que
los del grupo control o los que consumieron aaditesoja (44,04 kg/dia frente a 38,99
kg/dia y 39,25 kg/dia para la produccion al pico).

En la variacion de peso no se encontraron difeasnsignificativas (P>0,05)

entre los tratamientos para cualquiera de los daegos estudiados.

Tabla 5.5 Produccion, dias a los que se alcanza el piqgoatiuccion y variaciones de
peso en los diferentes tratamientos experiment@eslias corregidas por minimos
cuadradosleast square meangxcepto dias al pico de produccion que se prasdas
medianas).

Tratamientos experimentales

Control  Soja Linaza SEM' Nivel sig.
Produccion al pico (Kg./dia) 3899 392% 44,04 0,183 <0,0001
Dias al pic 78,0(70) 71,6(63) 57,06(42) 0,036

Variacion peso (Kg./dia) semana 12ala4® -2,88 ,89-2 -3,64 0,388 0,616
Variacion peso (Kg./dia) semana42ala8 -0,52 ,1770 -0,068 0,212 0,732

ISEM: Error estandar de la media corregida por nosiguadrados
2 Medianas (Rango intercuartilico)
2P gyperindices distintos en la misma fila indicaereincias significativas (P<0,05).

En la tabla 5.6. se presentan los valores medida eancentracion plasmatica
de betahidroxibutirato (BHBA), factor de crecimiersimilar a la insulina tipo | (IGF-
1), insulina, acidos grasos no esterificados (NEFAJrogesterona, obtenidos en los
distintos tratamientos experimentales. Para tod®v&lores mencionados, aparecen en

la tabla los niveles de significacién para el trdento experimental, el tiempo y la
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interaccion entre ambos factores. Asi mismo, lgsréis 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 y 5.5,
muestran, respectivamente, la evolucion de la ecdraeon de BHBA, IGF-1, insulina,
NEFA y progesterona, entre los 21, los 10 diassaseda inseminacion artificial (1A), y
en el momento de la inseminacion artificial (IAjegse corresponden con los 46, 57 y

67 dias post parto (dpp).

En todos los pardmetros estudiados se observé emtoetstadisticamente
significativo del tiempo, y exceptuando la concecitin de insulina, no se observo

efecto significativo de la interaccion entre amfazdores.

La concentracion plasmatica media (mmol/l) de bdtakibutirato (BHBA) fue
significativamente mayor (P=0,053) para el tratamuecon aceite de linaza (0,505),
respecto al tratamiento con aceite de soja (0,442)que no se observaron diferencias

entre el tratamiento control y los tratamientos aoeites.

Tabla 5.6 Parametros sanguineos en los diferentes trattosieexperimentales
(medias corregidas por minimos cuadratlssst square meahs

Tratamientos experimentales Nivel significacior

Control Soja  Linaza SEM TE T TE*T
BHBA (mmol/l) 0,47%° 0,442 0,508 0,016 0,053 <0,0001 0,232
IGF-1 (ng/ml) 162,74 157,63 129,4f 7,745 0,01 0,0072 0,489
Insulina (ug/l) 0,688 0,683 0,557 0,058 0,243 0500 0,039
NEFA (mmol/l) 0,340 0,378 0,363 0,024 0,561 <0,0000,321

Progesterona (ng/ml) 4,572 2,876 3,613 0,550 0,09 <0,0001 0,104

L' TE: efecto del tratamiento experimental (tipo deit@}, T: efecto del tiempo, TE*T: efecto de la
interaccion entre ambos factores

“SEM: Error estandar de la media corregida por nosicuadrados

3P gyperindices distintos en la misma fila indicdereincias significativas (P<0,05).
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Figura 5.1. Evolucion de la concentracion plasmatica de bdtaRibutirato (BHBA)
(mmol/l), entre los 21 y 10 dias antes de la |Anyeemomento de la IA (46, 57 y 67
dias post parto) para los tratamientos controd gdinaza.
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0,300 T T 1
TIEMPO1 TIEMPO 2 TIEMPO 3

Tiempo 1: 21 dias antes de la inseminacién adifi@6 dpp)
Tiempo 2: 10 dias antes de la inseminacién adifi&7 dpp)
Tiempo 3: momento de la inseminacion artificial (6p)

Cuando se analiz6 la evolucion de la concentrad@®BHBA desde los 21, 10
dias antes de la IA y el momento de la inseminaar@ficial, (figura 5.1) observamos
un descenso en su concentracion plasmatica 1Gadies de la IA y un aumento en el

momento de la IA, en los tres tratamientos expertaies.

La concentracion media del factor de crecimientoilar a la insulina tipo |
(IGF-1), fue significativamente diferente (P=0,01@n los tres tratamientos
experimentales, siendo el valor mas alto en laasrgae consumieron la racién control
(162,71 ng/ml), seguido por la racion con soja (@3hg/ml), y por ultimo la de linaza
(129,41 ng/ml).

La concentracion de IGF-1 (figura 5.2.) sigue lasmma evolucion en los
tratamientos control y soja. Se observa, un incrémentre los 21 y 10 dias antes de la
IA (comienzo de la fase Iuteal) para a continuad@minuir en el momento de la IA

(final de la fase Iduteal). En el tratamiento lindaaconcentracion de IGF-1 en este
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periodo aumenta continuamente, aunque las medaaseriores a los tratamientos

control y soja.

Figura 5.2. Evolucion de la concentracion plasmatica deldiade crecimiento similar
a la insulina tipo | (IGF-1) (ng/ml), entre los 3110 dias antes de la IA y en el
momento de la IA (46, 57 y 67 dias post parto) pasatratamientos control, soja y
linaza.
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Tiempo 1: 21 dias antes de la inseminacién adifi@6 dpp)
Tiempo 2: 10 dias antes de la inseminacion awifi&7 dpp)
Tiempo 3: momento de la inseminacion artificial (§)

La concentracion de insulina presentd un efectadésicamente significativo
(P=0,039) de la interaccién entre el tiempo y altamiento, de manera que la
concentracion de insulina evoluciona de forma difex en los distintos tratamientos
experimentales. Asi en la figura 5.3 se puede vhsa@ue 21 dias antes de la IA la
concentracién de insulina en los animales del rraiato con linaza (0,62 pg/l) es
inferior a la de los tratamientos control y soja,7€® ug/l y 0,774 udll,
respectivamente). 10 dias antes de la IA la corma@dh plasmatica de insulina
disminuy6 en los tratamientos control y aceite idaza (0,576 pg/l y 0,540 pgll,
respectivamente), manteniéndose constante pareeié ale soja (0,780 ug/l). En el
momento de la IA, las vacas que recibieron losutnéntos con aceites presentaron una

disminucién en la concentracion plasmatica de inayD,494 ug/l para el aceite de soja
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y 0,508 pg/l para el aceite de linaza), mientras gu las que consumieron la racion
control (0,692 pg/l), la concentracion de insubnenenté (figura 5.3).

Figura 5.3. Evolucion de la concentracion plasmatica de inaufug/l), entre los 21 y
10 dias antes de la IA y en el momento de la IA B4y 67 dias post parto) para los
tratamientos control, soja y linaza.
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Tiempo 1: 21 dias antes de la inseminacién adifi@6 dpp)

Tiempo 2: 10 dias antes de la inseminacién adifi&7 dpp)

Tiempo 3: momento de la inseminacion artificial (6p)

2P gyperindices distintos en el mismo tiempo inditiéerencias significativas (P<0,05).

La concentracion plasmética de acidos grasos neridiitados (NEFA)
(mmol/l), no presento diferencias significativasrertratamientos (P>0,05).

La evolucién en la concentracion plasmatica de NEEAuede observar en la
figura 5.4. Entre los 21 y 10 dias antes de laddtr(ienzo de la fase lateal) aumento la
concentracion plasmatica en los tres tratamiensel momento de la IA las mayores
concentraciones en NEFA fueron las del tratamieatgeite de soja (0,441 mmol/l)
frente a los tratamientos control y aceite de bn@371 y 0,343 mmol/l).

-72 -



Resultados

Figura 5.4. Evolucién de la concentracion plasmatica de &gtasos no esterificados
(NEFA) (mmol/l), entre los 21 y 10 dias antes dRAlg en el momento de la IA (46, 57
y 67 dias post parto) para los tratamientos cqraagh y linaza.
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Tiempo 1: 21 dias antes de la inseminacion axifi@6é dpp)
Tiempo 2: 10 dias antes de la inseminacion awifi&7 dpp)
Tiempo 3: momento de la inseminacion artificial (§p)

La concentracion plasmatica de progesterona fuefis@tivamente menor para
los tratamientos con aceite de soja (2,876 ng/milngza (3,613 ng/ml) frente al

tratamiento control (4,572 ng/ml) (tabla 5.6).

La figura 5.5 muestra la evolucion en la concendracle progesterona. En los
tres tratamientos experimentales la concentrac&prdgesterona disminuye entre los
21 y 10 dias antes de la IA. Sin embargo, en el emonde la IA, la concentracion de
progesterona aumenta en los tratamientos contagkite de linaza, mientras que en el
de soja disminuye. Los valores registrados 21ditesale la inseminacion fueron: 6,65
ng/ml, 4,00 ng/ml y 4,60 ng/ml en los tratamientosntrol, soja y linaza,
respectivamente, y en el momento de la 1A: 4,0tnhdl,94 ng/ml y 3,56 ng/ml en los

tratamientos control, soja y linaza, respectivament
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En la Tabla 5.7 se presentan los indices reprodisctide los diferentes
tratamientos experimentales. Los valores se prasemomo mediana con su
correspondiente rango intercuartilico. Ademas, eqear en la tabla los niveles de

significacion existente entre los tratamientos.

Figura 5.5. Evolucién de la concentracién plasmatica de mtagena (ng/ml), entre los
21 y 10 dias antes de la IA y en el momento d& @6, 57 y 67 dias post parto) para
los tratamientos control, soja y linaza.
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Tiempo 1: 21 dias antes de la inseminacién awifi@6é dpp)

Tiempo 2: 10 dias antes de la inseminacién awifi&@7 dpp)

Tiempo 3: momento de la inseminacion artificial (§p)

3P gyperindices distintos en el mismo tiempo inditiéerencias significativas (P<0,05).
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Tabla 5.7. indices reproductivos en los diferentes tratatigexperimentales (mediana
y rango intercuartilico).

Tratamientos experimentales

Control Soja Linaza Nivel
sig.

Fertilidad a 12 Inseminacibn ~ 2°(2) 1 (2) 12 0,003
Dias abiertos 123%8.32,0) 99,5%(119,0) 75,0(101,0) 0,020
Dias a primera inseminacion 6800 57,44 49,1 0,021
Porcentaje de deteccion dd6,00(25) 37,00(26) 40,00(25) 0,470
celos

Porcentaje de vacas gestaftes 56,25 48,80 43,80 0,269

1 1 significa animales prefiados en la 12 IA y 2 pdeSaen 2 o mas IA test Chi-
Cuadrado® P Superindices distintos en la misma fila indicafiereincias significativas
(P<0,05).

En la fertiidad a la primera inseminacion, se obs®n diferencias
significativas (P=0,003) entre los tratamientogspntando mejor fertilidad las vacas
gue consumieron aceites poliinsaturados en lamasid diferencias segun el tipo de

aceite empleado.

Los dias abiertos fueron significativamente supesdP=0,02) en el tratamiento
control (123,5 dias), cuando los comparamos cole #latamiento aceite de linaza (75,0

dias).

Los dias a los que se insemina por primera vez saaliimales, fueron
significativamente superiores (P<0,021) en el in&ato control (68 dias) respecto al

tratamiento linaza (49,19 dias).

No se observaron diferencias significativas ents tratamientos en el

porcentaje de deteccién de celos ni en el de ptajeede vacas gestantes.
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6.1. Incorporacion de aceites vegetales insaturad@n raciones

de vacas lecheras: Efectos sobre los parametros [glectivos

Generalmente, el consumo de elevadas cantidadssedes vegetales, se asocia
con efectos negativos en la digestion ruminal i@adermente en la digestibilidad de los
hidratos de carbono estructurales (Jenkins, 1984jue en el caso del vacuno lechero
se traduciria en un menor consumo de materia sena yeduccion en la produccion de
leche (Chilliard y col, 2001a, Rego y col, 2005jlizrd y col, 2009).

En nuestro estudio, a pesar del mayor consumoada @n las raciones con soja
o linaza, no se observan diferencias estadisticeemsignificativas (P>0,05) en el
consumo de materia seca ni en la produccion desldehlas vacas al inicio (prueba
experimental 1) o media lactacion (prueba experiadé?), lo que sugiere que el aceite
de soja o linaza incorporados al 1,5% de la MFadation, en forma libre, no influyo

negativamente sobre el consumo de alimento.

La bibliografia consultada muestra numerosos estudjue coinciden con
nuestros resultados, donde tampoco se observanerdifas significativas en el
consumo de materia seca ni en la produccién deelethincluir aceites vegetales
insaturados, incluso con niveles de aceite en folim@ muy superiores a los

empleados por nosotros.

Asi, Dhiman y col., (2000), suministrando un 4 %eadeite de soja y un 1% de
linaza, Loor y col., (2005), suplementando la raadn un 3% de aceite linaza, Zheng
y col., (2005), incluyendo un 2% de aceites vegstabn distinto grado de saturacion,
Alzahal y col., (2008), con un 3,4 % de aceite @a,sHuang y col., (2008), con un 5%
de aceite de soja, Flowers y col., (2008), con yvama pastoreo, suplementado con
distintas cantidades de aceite de linaza en elettrazlo (hasta un 7%) y AbuGhazaleh
(2008), también en pastoreo con aceite de pescadoagol (5%), no observan
diferencias en el consumo de materia seca ni erdduccion de leche. Bu y col.,
(2007), suministrando un 4% de aceite de soja azéinen forma libre no observan
diferencias significativas en el consumo de MS,opeggistra un aumento en la

produccion de leche. Sin embargo, en este estaddiferencia de los mencionados
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anteriormente y de nuestro trabajo, las raciones axeite presentaban un mayor
contenido en ENI, lo que supone un mayor consumeneegia y justificaria la mayor

produccion de leche observada.

A pesar de que son comunmente aceptados los efeegativos de la
incorporacion de aceites sobre la digestion rumited datos que aparecen en la
literatura son contradictorios. En ocasiones semhsun efecto negativo (lkwuegbu y
Sutton, 1982; Sutton y col., 1983); numerosos job@o muestran ningun efecto
(Ohajuruka y col., 1991, Pantoja y col., 1996, $8ei Wyatt, 2004, Kim y col., 2008,
Atkinson y col., 2009, Dschaak y col., 2011), miaatque otros indican un efecto
positivo al suplementar con aceites tan insaturados el aceite de pescado (Doreau y
Chilliard, 1997) o de linaza (Ueda y col., 2003alrrquist (1988), indica que la
relacion forraje:concentrado (F:C) parece influirl@ respuesta a la suplementacion con
aceite. Ueda y col., (2003), en un estudio en vémelseras sobre los efectos de la
suplementacion con aceite de linaza (0 % y 3%)agiomes con alto contenido en
forraje (F:C, 65:35) o alto contenido en concerdrfld:C, 35:65) sobre la digestion
ruminal, observan una interaccion significativarerdl efecto del aceite y la relacion
forraje:concentrado de la racion, de manera quefegto de la suplementacion con
aceite de linaza sobre la digestién ruminal déblafpasa de ser positiva en las raciones
con alto contenido en forraje, a negativa cuando rciones contiene una alta
proporcion de concentrado o almidon. Con las rasonicas en forraje aumenta la
digestibilidad, tanto en la totalidad del aparatgedtivo, como la ruminal. Sin embargo,
con las raciones altas en concentrado, a pesan dhksminucion observada en la
digestidn de la fibra a nivel ruminal, se produam@bién un aumento en la digestibilidad
total. Concluyen que cuando las raciones contiet@radas cantidades de concentrado,
la digestion en el intestino compensa la reducoliservada en la digestion de la fibra a
nivel ruminal. Ikwuegbu y Sutton (1982), Sutton gi.c (1983), y Faichney y col.,
(2002), también observan que la digestiéon en @stirto compensa parcialmente el
efecto negativo de la suplementacién con lipideatiurados sobre la digestion ruminal.
Ademas, lkwuegbu y Sutton (1982), en su estudiapéscen que la compensacion fue

completa cuando el aceite de linaza se incorpo®)Z2a%6 pero no al 6,6%. En nuestro
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caso, los niveles de aceite incorporados (1,5% adeMF) y la relacién forraje
concentrado empleada (40:60) pueden haber minimiesdefectos de la grasa sobre la
digestion ruminal, y como consecuencia no se reg@lcensumo ni la produccion de
leche. Cuando la produccion de leche se corriga phrd% de grasa se observa una
reduccion en los tratamientos con aceite debida didminucion en el contenido en

grasa en estos tratamientos.

La suplementacion con aceites ricos en PUFA diarlug una reduccion
estadisticamente significativa (P<0,05) en el qudte (%) y cantidad (kg/dia) de grasa
de la leche, tanto en inicio como en media lactadib se observaron diferencias segun
el aceite incorporado (soja o linaza). Generalmenhteontenido en grasa de la leche
disminuye cuando se incorporan a las racioneseacpiliinsaturados en forma libre
(Dhiman y col., 1999, Bell y col., 2006, Whitlockcyl., 2006, Shingfield y col., 2006,
Bu y col., 2007, Huang y col., 2008, Murphy y c@008). La reduccion observada en
el contenido en grasa es de un 34,7% para la sBfaby% para la linaza en relacion al
grupo control en inicio de lactacion (experimenfgy e un 22% y 12% para la soja y
linaza, respectivamente, en relacién al grupo obnéin media lactacion (experimento
2). Esta reduccion es considerable si se tieneuemta que la cantidad de aceite
incorporado no parece ser suficiente como pararaaltde forma importante la
fermentacion ruminal. Trabajos previos indican cuera obtener una reduccidn
significativa en la sintesis de grasa de la le¢lsuplementar con aceites, es necesario
que las raciones provoquen alteraciones en la feemién ruminal (Griinari y col.,
1998). Sin embargo, el porcentaje y la cantidady@sa de la leche dependen del
balance entre la transferencia de acidos grasageerd a la glandula mamaria y de la
sintesis denovo. La suplementacién con grasas disminuye la sintesisoge en la
glandula mamaria. Esta disminucién puede ser par neduccion en la sintesis de
acetato y butirato a nivel ruminal o por el efettbibidor de determinados acidos
grasos sobre las enzimas lipogénicas en la glanchdmaria (Palmquist, 1984,
Chilliard, 1993, Chilliard y col., 2007, Harvatiryecol., 2009). Ademas, este efecto es
mayor cuanto mas insaturadas son las grasas, yestpgecompuestos se originan como

productos intermediarios en la biohidrogenaciofodecidos grasos poliinsaturados, en
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determinadas condiciones de fermentacion ruminatifigan y col., 2008). En nuestro
caso, podria haber ocurrido una menor lipogéneasidaeglandula mamaria como
resultado de incorporar aceites poliinsaturadogjue coincide con los cambios que
observamos en el perfil de acidos grasos de la&)gurticularmente el incremento en el
contenido en C18:ftans-10 cis-12ZCLA observado en las raciones con aceite de soja y
de linaza, tanto en inicio (tabla 5.2) como medébla 5.4) lactacién. Brent y col.,
(2008), indican que el C18tPans-10 cis-1ZCLA y el acidoa-linolénico disminuyen la
actividad de la enzimaliacilglicerol aciltransferasaen las células epiteliales de la
glandula mamaria en el ganado vacuno, pero sefjamios mecanismos por los que se
produce no estan suficientemente establecidoss@studios recientes (Bauman y col.,
2008) también sefialan al C18rans-10 cis 12CLA como un potente inhibidor de la
sintesis de grasa lactea en el ganado vacuno,fgoe @ acidos grasos de todas las
longitudes de cadena, lo que implica rutas biogeamasociadas tanto con la sintesis de
novocomo las que utilizan acidos grasos preformadebid® a que casi todos los C4-
C14 y aproximadamente la mitad de los C16 sontsatibsde novoen las células
epiteliales de la glandula mamaria, la reducciénaegrasa lactea observada en las
raciones suplementadas con aceites, se podrigoredacon la inhibicién de la sintesis
denovg lo que coincide con la disminucidon observadal @ortenido en AG de cadena
corta y media en las raciones con aceite (tabl&s y5.5.4), que se discutira

posteriormente.

Aunque presumiblemente, los principales inhibidodesla sintesis d@ovo
proceden de la biohidrogenacion ruminal del C18& (mans-10, cis-12 y trans-9 cis-
12) estudios recientes indican que aceites ricos H13n-3, suministrados en forma
libre pueden también producir isomerans inhibidores de la sintesis devo, e
inducir respuestas similares a las de los aceites en C18:2 n-6 (Glasser y col.,
2008a, Brent y col., 2008).

El C18:2trans 10-cis 12CLA, es el isomero que se sefiala como principal
responsable de la reduccion en la sintesis de.g&saembargo, estudios recientes
indican que otros isémeros como el C18%210, trans-12ZCLA (Saebo y col., 2005) y

-80 -



Discusion

el C18:2trans-9, cis-11CLA (Perfield y col., 2007) pueden ejercer un &fesimilar,

aungue de menor magnitud.

En inicio de lactacion, la suplementacion con &cedé soja o linaza no influyé
sobre el contenido (%) ni la cantidad (g/dia) detgina, mientras que en mitad de
lactacion el contenido en proteina se redujo (P22),0n 7,2% y 7% al suplementar las

raciones con soja o linaza, respectivamente.

Los trabajos publicados sobre la suplementacion aeites poliinsaturados
sobre la proteina lactea son muy variables, coreatws, (Corl y col., 2001, Flowers
y col., 2008), sin cambios (Chouinard y col., 198Beng y col., 2005, Mandebvu y
col., 2003, Loor y col., 2005), o reduccion en ehtenido de proteina (Wu y Huber,
1994, Ward y col., 2002, Fearon y col., 2004, Simtdy y col., 2006, Alzahal y col.,
2008). A pesar del efecto negativo sobre el poagerde proteina, generalmente, y de
acuerdo con nuestros resultados, la cantidad deipeono se ve afectada (Wu y Huber,
1994, Onetti y Grumer, 2004, Whitlock y col., 20@6)ncluso aumenta (Offer y col.,
1999, Alzahak y col., 2008).

Los mecanismos fisioldégicos que explican la redutcen el contenido en
proteina por la suplementacién con grasa no estapletamente establecidos. Algunos
autores lo explican por una alteraciéon en la feta@én ruminal que reduce la sintesis
de proteina microbiana y por lo tanto los amina@igue llegan a la glandula mamaria
para la sintesis proteica (Onettti y Grumer, 204)os estudios indican que se produce
un efecto de dilucién, por un mayor aumento errdayccion de leche, que de proteina
(Wu y Huber, 1994, Garnsworthy, 1997, Schroedeasly 2004).

En nuestro trabajo, la produccién de leche no atanementras que si se reduce
el contenido en proteina. De Peters y Cant, (1988)can que el efecto de dilucion
solo explica parcialmente la reduccion en el cadteen proteina y que estudios como
el nuestro donde la suplementacion con grasa raaafe produccion de leche pero
reduce el porcentaje de proteina apoyarian estaaion. Por otra parte, la reduccién
en el contenido en proteina se ha observado tamogcasas inertes en el rumen

(Sklan y col., 1992, Wu y col., 1993), como conieeincorporados en forma libre
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(Offer y col., 1999) o en la semilla (Solomon y.c&000, Fearon y col., 2004,
Shingfield y col., 2006) lo que sugiere que aded@slteraciones en la fermentacion

ruminal estan implicados otros fenbmenos.

Algunos trabajos relacionan la respuesta a la sugiéacion con grasa con la
fase de lactacion. En la mayoria de los trabajosutados, y de acuerdo con nuestros
resultados, se observa una mayor respuesta en-finidhdle lactacion que en inicio.
Wu y col., (1993), obtiene un menor contenido estgina al suplementar con grasa
en mitad de lactacion y sugieren que la respuesdasaplementacion es distinta en
inicio o0 media lactacion. Sklan y col., (1992), ebs&ron que el efecto negativo de la
suplementacién con grasa fue evidente en mitadaladién (>150 DEL), mientras que
éste no se produjo en inicio. Schroeder y col.,0420en una revision sobre la
suplementacion con grasa en pastoreo observan ayar mespuesta en el contenido en
proteina en mitad que en inicio de lactacion. Qoyerh que los mecanismos por los que
se reduce el contenido en proteina al suplemeatag@sas todavia no se conocen con

exactitud.

No se observaron diferencias estadisticamentefisigivas en el contenido o
cantidad de lactosa. Muy pocos estudios han oldereambios en el porcentaje de
lactosa en la leche. Jenkins y McGuire (2006), ciawdli que éstos solo ocurren en

situaciones poco usuales de alimentacion muy essem

6.2. Incorporacion de aceites vegetales insaturades raciones de
vacas lecheras: efectos sobre la composicion endasd grasos de la

leche.

La influencia de la suplementacion con aceites esa@r la composicién en
acidos grasos de la leche integra tanto el metaholruminal (hidrdlisis, isomerizacion
y biohidrogenacién de los acidos grasos), que mhater el flujo y composicion
duodenal de &cidos grasos, como el metabolisma dada (movilizacion de lipidos,
captacion de acidos grasos del plasma por la giéndamaria, sintesis deovo de

acidos grasos).

-82 -



Discusion

En general, la suplementacion con lipidos da lagan aumento en los C18 a
expensas de los acidos grasos de cadena cortaig, medho resultado de un mayor
flujo de acidos grasos de cadena larga a la glandwdmaria procedentes de la
absorcion en el intestino, y una reduccion en latesis denovo. Cuando la
suplementacién es con acidos grasos insaturadoforem libre, a pesar de la
hidrogenacion que sufren en el rumen, su secremidla leche aumenta, e inhiben la
sintesis de acidos grasos de cadena corta y medagandula mamaria (Grummer,
1991). Nuestros resultados corroboran estos heghogue en nuestro estudio, la
proporcion de acidos grasos de cadena corta y nf€diaa C16) fue menor, y los de
C18 fue mayor en la leche de los animales que coieson aceite de soja o de linaza
en relacion al grupo control, tanto en inicio coemomedia lactacion. La mayoria de los
trabajos realizados con vacuno lechero muestrahi¢éanuna reduccion en el contenido
en acidos grasos de cadena corta y media y un aoraerdos C18 al suplementar con
aceites ricos en PUFA (Dhiman y col., 2000, contacge soja o linaza, Bu y col.,
2007, con aceite de soja o linaza, Huang y cobD82@on aceite de soja, Chilliard y

col., 2009 con aceite de linaza).

En media lactacion, el acido estearico (C18:0)en&Esun porcentaje mas alto
(P=0,002) en la grasa de la leche de los animaileglersentados, independientemente
del tipo de aceite (soja o linaza), mientras quelesloleico (C18:1cis-9) presentd
porcentajes distintos (P=0,04) entre los tresnragatos, siendo la soja el valor mas alto
(20,06 %, 26,24 % y 23,20 % para los tratamientostrol, soja y linaza,
respectivamente). El C18:0 presente en la grasa leéehe procede del alimento, de la
movilizacion de las reservas corporales y de laidfogenacion ruminal de acidos
grasos con 18 carbonos mono y poliinsaturados. 18:XCcis-9 procede del torrente
sanguineo y del 4cido esteérico por accién d¥ ldesaturasa en la glandula mamaria.
El mayor contenido en C18:0 de las raciones coiteaea relacion al control podria
relacionarse con el mayor contenido en acidos grgsaiinsaturados que son
hidrogenados a esteérico en el rumen y llegan gomeantidad a la glandula mamaria.
Bu y col., (2007), obtuvieron mayor cantidad dedacestearico en los animales

alimentados con aceite de soja o0 linaza comparados una racion control, sin
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embargo, a diferencia de nuestros resultados @ntian mayor porcentaje de esteéarico
y oleico en las raciones con linaza en relaciéasague contienen soja, que justifican
por una biohidrogenacion de los acidos grasosurs@bs mas completa en las vacas
que consumieron aceite de linaza. En nuestro estetlimayor contenido en acido
oleico en las raciones con soja podria relacionameda mayor actividad de la enzima
A® desaturasa que se observa en este tratamiengmignte, Chilliard y col., (2009),
con aceite de linaza observo un mayor contenid@¥810 y C18:1 en la leche de los

animales suplementados con aceite de linaza, acidgela un control, sin grasa afiadida.

Tanto en inicio como en media lactacion, la suplgamon con aceite de soja y
de linaza aumento significativamente el contenid@edo linoleico (C18:2is-9, cis
12) y a-linolénico (C18:3cis-9, cis-12, cis-15)en relacion al grupo control. En las
raciones con soja, el aumento en C18<29, cisl2 fue mayor que en las de linaza,
mientras que en las suplementadas con linaza eB€CIE9, cis-12, cis-1presentd una
mayor proporcion que en las de soja. A pesar dekatp significativo de estos acidos
grasos en relacion al control, el contenido de sestcidos grasos en la leche es
relativamente pequefio debido a la intensa bioharagon de los acidos grasos

insaturados en el rumen, como se ha discutido gorexite.

El indice desaturasa, calculado segun Kelsey y (003), como la relacion
entre el producto y la suma del producto y el sistrse utiliza como un posible
indicador de la actividad de If desaturasa. En la glandula mamaria de los runsiante
existen cuatro productos, C14:1, C16:1, C18st9 y C18:2cis-9 trans-11,que se
originan a partir de los C14:0, C16:0, C18:0, y Ql8ans-11 por la actividad de esta
enzima, respectivamente. De todos ellos, el mejdicador de la actividad de 1&°
desaturasa es el que relaciona el C14:1 y C14:@ugaen la grasa de la leche, la
totalidad del C14:0 se produce via sintesisideo en la glandula mamaria, y por lo
tanto la desaturacion es la uUnica fuente de C1&drl(y col., 2001). Lock y
Garnsworthy (2002), en un estudio en el que compéwa efectos de incorporar
distintos niveles de &cido linoleico y linolénico ka racion no observan efecto del tipo
de aceite (linoleico o linolénico) sobre la actaddde laA® desaturasa en la glandula

mamaria. En nuestro estudio, en media lactacioobservan indices superiores en el
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tratamiento con soja en relacién al de linaza,Ue opdicaria una mayor actividad de
esta enzima en la glandula mamaria de estos armnfdlgunos estudios indican que la
actividad de esta enzima es inhibida por acidosogrpoliinsaturados (Jeffcoat y James,
1978, Sessler y Ntambi, 1998), mas abundantes dmatamiento con linaza. Sin
embargo, Baumgard y col., (2000) en ganado vacecteero, asi como otros estudios
realizados en ratones (Park y col., 2000) han deadisque etrans-10, cis-12que en
nuestro trabajo se presenta en mayor cantidad &cilan con soja, disminuye tanto la
actividad, como la expresion genética dalalesaturasa. Por otra parte, Chilliard y col.
(2009), sorprendentemente, obtienen un valor ntédal indice desaturasa en la leche
de los animales alimentados con aceite de linazaglacion a un control sin grasa
afiadida, a pesar de que los &cidos grasos palifasass inhiben la actividad de A8
desaturasa. Estos resultados, los explican por ecamsmo de adaptacion de la
glandula mamaria al supuesto aumento en el puntéuglén de los &cidos grasos
disponibles para la sintesis de triglicéridos, deba la disminucion simultdnea que
observan en la concentracion de los acidos gradogdos de cadena corta y media, y
un aumento en la de C18:bans C18:1 ytrans C18:2. En nuestro estudio, como se
discutié anteriormente, las raciones suplementadasaceite también dieron lugar a
una reduccion en el contenido en acidos grasosdena corta y media y un aumento
simultaneo en los de 18 C, pero de magnitud sireilael tratamiento con soja o linaza.
Por lo tanto, el mecanismo de adaptacion mencioaatiEriormente no puede explicar
la diferencia encontrada en el indice desaturasa gbservamos entre estos
tratamientos. Bu y col., (2007) en un trabajo muyilar al nuestro, no observan
diferencias en este indice al comparar tres rasiac@ntrol, (sin grasa afiadida), aceite

de soja y aceite de linaza.

En inicio y media lactacion, la suplementacion aoaites ricos en PUFA, tanto
el de soja, rico en C18:2, como el de linaza, 800C18:3, aumento el contenido en
C18:1trans-11(4cido vacceénico) y C18tPans-9, cis-11(acido ruménico). En inicio de
lactacion, la suplementacién con soja o linazaldjar a grasa con un 47,5% y 89%
mas de acido vaccénico (C18rans-1), y un 45% y 62% mas de acido rumeénico

(C18:2cis-9 trans-11)respectivamente, en relacion al control. En meatigation, los
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aumentos en el contenido en vaccénico y ruméniemfude un 16% y un 122 % para
el acido vaccénico y de un 41% y un 55% para eloagiménico, en las raciones con
soja y linaza, respectivamente. Son numerosogadbsjbs que reflejan un aumento en
el contenido en acido vaccénico y rumeénico al suptgar con aceites ricos en acido
linoleico o linolénico (Dhiman y col., 2000, Lock @arnsworthy, 2002, Bu y col.,
2007, Fuentes y col., 2008, Flowers y col., 20080frese y col., 2010).

El &cido vaccénico se origina durante la biohidnagén del C18:2is-9 cis12
(acido linoleico) y del C18:8is-9, cis-12, cis-1%acidoa linolénico), mientras que el
C18:2cis-9, trans-11solo se produce durante la biohidrogenacion rumdeh C18:2
cis-9 cis12(acido linoleico) (Harfoot y Hazlewood, 1997, Logksarnsworthy, 2002).

El C18:2cis-9, trans-11presente en la leche procede de la biohidrogemacio
ruminal del &cido linoleico y de la sintesis end@gen la glandula mamaria a partir del
C18:1trans-11(acido vaccénico). La desaturacion del acido wicoése considera la
primera fuente de acido ruménico en los tejidou@Ban y col., 1999; Griinari y col.,
2000, Piperova y col., 2002). Lock y Garnsworth¥(2), demuestran en ganado
vacuno lechero que mas del 80% del ruménico presemtla leche procede de la
desaturacién del C18:ttans11 por la actividad de la° desaturasa en la glandula
mamaria. Corl y col., (2000), (Griinari y col., Z)Chan estimado que la contribucién
de la sintesis enddgena de rumeénico a partir deewam en la glandula mamaria es de
aproximadamente un 78%. Por lo tanto, la cantigads9, trans-11 CLA en la leche
depende de las cantidades @g9, trans11 CLA (acido Ruménico) y degans-11
C18:1 que se produzcan en el rumen, junto contlaidad de laA ° desaturasa en el

tejido mamario.

Nuestros resultados muestran un mayor aumento esorgenido en acido
vaccénico y ruménico en la leche de los animalpementados con aceite de linaza en
relacion a los que consumieron aceite de soja.sEssultados son distintos a los
reportados por Bu y col., (2007) quienes al supigarecon un 4% de aceite de soja o
de linaza obtiene mayores incrementos en el caidesm vaccénico y rumeénico con la

soja que con la linaza (un aumento de un 318% 308/%6 en el contenido en vaccénico
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y de un 273% y 150% en el de ruménico, para lagpmas con soja o linaza,
respectivamente), en relacién a un grupo continldgasa). En la discusion justifican
estos resultados por una biohidrogenacion rumieabsl acidos grasos insaturados mas
completa en las vacas alimentadas con linaza.rSibaeyo, Doreau y Ferlay (1994) no
encuentran ninguna relacion entre concentracioraado linoleico y el grado de
biohidrogenacion ruminal. La diferencia entre nigessstudio y el de Bu y col., (2007)
es la cantidad de aceite afiadido (4% de la MS ¢otal estudio de Bu y col., (2007),
frente a 1,5% en el nuestro) y la relacion forcajacentrado (50:50 frente a un 40:60),
y es conocido que cambios en la racion, particidatelos que se asocian con una
depresiéon en la grasa de la leche, inducen modifinas en la poblacion microbiana
que podrian alterar las rutas en la biohidrogematitinal de los 4cidos grasos mono y
poliinsaturados, hacia la formacién de otros is@wéGriinari y col., 1998; Bauman y
Griinari, 2003). Las raciones con niveles altogdecentrado o grasa darian lugar a esta

situacion.

Capoprese y col., (2010) indican que la sintesibgena de C18:2is-9,trans-
11 CLA por la actividad de 1a° desaturasa en la glandula mamaria esté estrictamen
conectada con el contenido en C18dhs-11y Fievez y col., (2003) han visto que los
cambios en la concentracion de CLA dependen fundtmeente del contenido en
vaccénico y en menor medida de la actividad d&’ldesaturasa. Numerosos estudios,
de acuerdo con nuestros resultados, establecealtpseniveles de acido vaccénico se
asocian con altos niveles de ruménico en la le€@min@rii y col., 2000, Lock y
Garnsworthy, 2002, Bu y col., 2007, Chilliard y.¢c@009, Caroprese y col., 2010).

Debido a la capacidad de Ad desaturasa en el tejido humano para transformar
el &cido vaccénico en ruménico (Turpeinen y cdlQ2), el aumento en el contenido en

transvaccénico de la leche supone una mejora de sililgedico.

Uno de los objetivos principales de este traba@ éwaluar los efectos de
distintos tipos de aceites vegetales sobre la cemipo de la grasa, con el fin de
obtener leche mas saludable desde el punto dedé@dtasalud humana. En este sentido,

la leche de los animales alimentados con aceisd@eo linaza presenta una mejora en
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el perfil de acidos grasos en relacion a la dealnisnales del grupo control, ya que
ademas de presentar un mayor contenido en acideniamy vaccénico, se observa una
reduccion en el contenido en acidos grasos de aan@ta y media, y de acidos grasos
saturados, un aumento en el de MUFA y PUFA y unanagntenido en acidos grasos
de la serie n-3, tanto en inicio como en mediaatadn. Ulbricht y Southgate (1991),

establecieron el indice de aterogenicidad, queciogla el contenido de los acidos
grasos capaces de aumentar los niveles de coleséeian (acidos laurico, miristico y

palmitico) y los acidos grasos de accion protedim@no y poliinsaturados). Segun los
valores observados en el indice de aterogenicitidleche de las vacas que
consumieron aceite de soja o linaza en su rac®1iH«0,05) mejor que la de las que no

consumieron aceite.

Numerosos trabajos obtienen resultados similares aaeites ricos en acido
linoleico y linolénico (Dhiman y col., 2000, Lock @arnsworthy, 2002, Bu y col.,
2007, Flowers y col., 2008, Fuentes y col., 200deese y col., 2010).

En general, las variaciones que se producen ererél de acidos grasos al
suplementar con aceites siguen la misma tendemcimieio y en media lactacién,

aunque se observa un mayor efecto en media lastacio

Kelsey y col., (2003) al estudiar el efecto dedaa; nUmero de partos y estado
de lactacion sobre el perfil lipidico de la lechencluyen, que el estado de lactacion
tiene muy poco efecto en el contenido en acidosograle la leche. Stanton y col.,
(1997) no observaron efecto del estado de lactambre el contenido en CLA. Fuentes
y col., (2008) de acuerdo con nuestros resultaasjplementar con semilla de linaza,

obtiene cambios mas importantes a los 90 que £0l&EL.
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6.3. Incorporacion de aceites vegetales insaturades raciones de

vacas lecheras: efectos sobre la reproduccion

6.3.1. Parametros sanguineos

Generalmente, niveles sanguineos elevados de thetabiutirato (BHBA), se
asocian con bajas concentraciones de insulina yad&r de crecimiento similar a la
insulina tipo | (IGF-1). En nuestro estudio, losna@les que consumieron aceite de
linaza presentaron una mayor concentracion de BMB#enor de insulina e IGF-1 que

los que consumieron soja (tabla 5.6).

Coincidiendo con lo observado en otros trabajosn@éavu y col., 2003;
Ambrose y col., 2006; Castafieda-Gutiérrez y cdQ72 Fuentes y col., 2008), la
concentraciéon de NEFA no fue afectada por el tpgsa incluida en la racién, lo que
sugiere que los acidos grasos que componen lastasstfuentes de grasa fueron

utilizados de forma similar en el metabolismo anima

La mayor concentracion de BHBA observada entredtby 67 dias post parto
(ddp), en las vacas que consumieron la racion amiteade linaza, podria estar
relacionada con la mayor produccion de leche arsestimales al alcanzar el pico de
produccion a los 57 DEL (44,04 kg/dia para la lamez 38,99 a los 78 DEL y 39,25
kg/dia a los 71 DEL, para los tratamientos congrebja, respectivamente) (tabla 5.5),
ya que no existen diferencias estadisticamenteifis@fivas en la concentracion
plasmatica de NEFA entre tratamientos. Ademas #&sres de BHBA se encuentran
muy por debajo de los considerados patologie@s400 pmol/l, Walsh y col., 2007), lo
gue nos hace pensar que las vacas asignadas distio®s tratamientos mantienen un

adecuado y parecidgatusenergético postparto.

En numerosos trabajos se ha estudiado el patr&eatecion de IGF-1 durante
el ciclo estral en ganado vacuno sin estrés natréiy los datos obtenidos son bastante
contradictorios. Aunque la causa de estas discogmmo esta clara, parece que las
diferencias podrian ser debidas en parte, a laduketgia de muestreo (intensidad de

muestreo), ya que la concentracion de IGF-1 medimi@amente durante el ciclo estral
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permanece relativamente constante (Velazquez y2€f8). En nuestro trabajo la toma
de muestras fue cada 10 dias. Nuestros resultadosden con los de Robinson y col.,
(2002), donde las concentraciones medias de IG&rante el periodo experimental,
fueron significativamente mas altas en las vacas @pnsumieron raciones con alto
contenido en C18:2, n-6 (aceite de soja) en comjiaracon las que consumieron
raciones ricas en C18:3, n-3 (aceite de linaza)e8ibargo, son contradictorios con los
obtenidos por Caldari-Torres y col., (2011), queesban una mayor concentracion
plasmatica de IGF-1 (P<0,01), en vacas Holstemaitadas con C18:2, n-6 o C18:3,

n-3 comparado con vacas que consumen una racidmkoca en AGS.

Taylor y col., (2004), observaron que las vacas owayor concentracion
plasmatica de IGF-1 y por lo tanto en balance etieq positivo a lo largo de las 12
primeras semanas postparto, presentaron mayor lplided de quedar gestantes que
las que tenian baja concentracion en IGF-1. Entadtajo llevado a cabo por Spicer y
col., (1993), comprobaron que vacas lecheras gqeacatraban en balance energético
positivo, durante las primeras 12 semanas postgarttan un concentracién plasmatica
media de IGF-1 igual a 102,5 £ 10,6 ng/ml, mienttae vacas en balance energético
negativo (BEN) presentaban una concentracion d&@#8,7 ng/ml. En nuestro trabajo,
las concentraciones mas bajas de IGF-1 correspoadémtamiento aceite de soja
(157,63 ng/ml) y linaza (129,41 ng/ml), concentaels muy superiores a los 102,5
ng/ml, que junto a la ausencia de efecto de latéude grasa sobre la concentracion de
NEFA y su bajo valor, nos hacen pensar que todasdaas, independientemente del

tipo de racion que recibieron, se encontraban Emba energético positivo.

La concentracion plasmatica total de progesteroaasignificativamente menor
para los tratamientos con aceite de soja (2,87@lIhg/ linaza (3,613 ng/ml) frente al
tratamiento control (4,572 ng/ml) (tabla 5.6). 1@sdantes de la inseminacioén (57 dpp),
se produjo una disminucion en la concentracion rdggsterona, independientemente
del tratamiento (figura 5.5). Estos resultados @dien con los obtenidos por Robinson
y col., (2002) cuando evaluaron los efectos deores enriquecidas con PUFAs
(C18:2, n-6 0 C18:3, n-3) sobre los parametrosodptivos en vacas lecheras y con
los obtenidos por Hinckley y col., (1996), obsed@mue la incorporacion de PUFAs
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en la racién produce una dispersion de las célulEsmles y en consecuencia una
reduccion en la secrecidn de progesterona. Los nisgnas que desencadenan este
proceso se desconocen, aunque se piensa que pestidamelacionados con alguna de

las siguientes teorias:

a) Los PUFAs pueden alterar la sintesis de priastdmpas por parte de las

células luteales.
b) El acido araquidénico puede actuar limitaralpribduccién de progesterona.

c) A mayor concentracion plasmatica de colester@yon sintesis de
progesterona.

d) Las vacas que consumen raciones ricas en PURkidep retrasar la

ovulacion y en consecuencia, se produciria unsetea el desarrollo de la fase luteal.

En otro trabajo llevado a cabo por Ambrose y €@006), en el que comparan
una racion rica en C18:3 n-3 frente a otra con attotenido en C18:2 n-6, sin que
hubiese una racion control, no observaron difeeeralguna en la concentracion

plasmatica de progesterona durante todo el pesgderimental entre ambos grupos.

En el momento de la inseminacion artificial (67 Jdps animales que
consumieron las raciones control y aceite de lir@esentaron mayor concentracion
plasmatica de progesterona (4,018 y 3,559 ng/mpeativamente) que los de la aceite
soja (1,937 ng/ml, figura 5.5), estos datos coecidon los observados por Ambrose y
col., (2006) y Petit y Twagiramungu, (2006). La magoncentracion en acidos grasos
saturados de la racion control, favoreceria unaomagncentracion plasmatica de
colesterol y en consecuencia, una mayor conce@tralg progesterona (Staples y col.,
1998). En el caso de aceite de linaza, el efedtiborio del C18:3, n-3 sobre la
sintesis de prostaglandinas y sobre todo el del EPBHA, explicaria la mayor

concentracion de progesterona

Aunque en nuestro trabajo no se midid la concedmaplasmatica de
prostaglandinas, en otro similar llevado a caboRxapinson y col., (2002), observaron

gue las vacas que consumieron raciones con alterddo en C18:2, n-6, como es
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nuestro caso en el tratamiento aceite de sojaermviuna mayor concentracion de
prostaglandinas, lo que explicaria la menor comaeitin de progesterona observada.

6.3.2. Parametros reproductivos

No se observaron diferencias estadisticamentefisigiivas entre tratamientos
para el porcentaje de deteccion de celos (tabla &eguramente porque como sefialan
Burke y col., (1997) y Petit y Twagiramungu (20@6)comportamiento estral no esté
afectado por la alimentacion. Tampoco observamfeseticias significativas para el
porcentaje de vacas gestantes al final del periexjperimental. Estos resultados

concuerdan con los obtenidos por Burke y col., (J99McNamara y col., (2003).

Cerri y col., (2009), observaron que al suplemelataacion de vacas lecheras
con fuentes de grasa insaturada, hubo una mejota tartilidad y en el desarrollo
embrionario, a pesar de mantener simgtatus de indicadores metabdlicos. En el
presente trabajo, observamos que la mejor fedilidala primera IA fue para los
animales que recibieron las raciones con aceitesd@ y linaza (P=0,003).
Probablemente esto tenga que ver con una mayodé¢asapervivencia embrionaria en
los 24 dias post-inseminacion artificial y un desoceen las pérdidas de gestacion, con
raciones ricas en PUFAs (C18:3, n-3 y C18:2, re6imo ya observaron otros autores
(Burke y col., 1997; Ambrose y col., 2006; PetiTwagiramungu, 2006; Silvestre y
col., 2011), como consecuencia de un incrementel @imero de blastdmeros en la
morula de los embriones de las vacas que consumiaciones ricas en C18:2 y C18:3
(Thangavelu y col., 2007). Puesto que la conceidimaglasmatica de insulina no fue
significativamente diferente entre tratamientoseste trabajo, el efecto de los PUFAs
sobre la mayor viabilidad del embridén no puedebairse a esta hormona. Las mejoras
en la fertilizacion y calidad del embrién no estélacionadas con respuestasstbtus
energético, ya que los indicadores metabdlicosstiglisno fueron afectados por las
diferentes fuentes de grasa de la racion en umjtrdlevado a cabo por Cerri y col.,
(2009). Sin embargo, estos mismos autores sefakrelgefecto beneficioso sobre la

fertilizacion y la viabilidad del embrion probablente esté mas relacionado con el
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incremento en la disponibilidad a nivel de Gtenmaito y embrién de los AG C18:2 y
C18:3.

Los dias abiertos fueron significativamente supesi¢P=0,02) en el tratamiento
control (123,5 dias), cuando los comparamos cale éfatamiento aceite de linaza (75
dias). Probablemente, porque las raciones concahitenido en C18:3, n-3, como la

racion con aceite de linaza reducen las pérdidgestacion (Ambrose y col., 2006).

El intervalo parto primera inseminacién depende wiénero de dias que
transcurren hasta la primera ovulacion postpagisalmente, el intervalo parto primera
ovulacion esta positivamente relacionado con las dh los que la vaca se encuentra en
balance energético positivo y la presencia de dtd& dominantes en el ovario, que
mejoran la produccion de estradiol. La suplemedtaale las raciones con grasas,
manteniendo un extracto etéreo (EE) en torno al Sdésola materia seca total,
incrementd el diametro de los foliculos dominargiesomienzo del periodo postparto,
mejorando los niveles de estradiol durante la pranmenda folicular acortando asi el
periodo de anoestro (Beam y Butler, 1997). Estasnos autores, observaron que altos
niveles de colesterol (lipoproteinas de alta dembighueden ejercer un efecto positivo
sobre la capacidad esteroidogénica de los folicdlominantes favoreciendo la
ovulacion. En nuestro trabajo, las vacas que comsamla racion con aceite de linaza
tuvieron un intervalo parto primera inseminaciogngicativamente (P=0,021) mas
corto (49,19 dias) que las de la racion controlQ®8&lias). Probablemente, el mayor
contenido en C18:3 del tratamiento aceite de linamajore la concentracion de
lipoproteinas de alta densidad y en consecuenmmg cefialan Beam y Butler (1997),
la mayor capacidad esteroidogénica de los folicdlmsinantes adelante la primera

ovulacion postparto.
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En las condiciones en las que se han realizadprieebas experimentales, y a
partir de los resultados obtenidos en la presergmona, se pueden establecer las

siguientes conclusiones:

1. La inclusion de un 1,5 % de aceite de soja o lirazaaciones
para vacas lecheras, no influye sobre el consumamdteria seca ni la
produccion de leche, y reduce el contenido y produmcde grasa, tanto en inicio

como en media lactacion

2. En media lactacion, la suplementacion con aceiteogie o linaza

reduce el contenido en proteina de la leche sinfroadsu produccion

3. En inicio de lactacién, la suplementacion con %, de aceite
de soja da lugar a un aumento de un 47,5% en &rmdo en acido vaccénico y
de un 45 % en el de ruménico y la suplementacidnuwo1,5% de aceite de
linaza produce un aumento de un 89% en el conteamdacido vaccénico y de
un 62% en el de ruménico, en relacioén a una dat&al, sin aceite afiadido

4, En media lactacién, la suplementacién con un 1,8%akite de
soja da lugar a un aumento en el contenido en &eideénico de un 16% vy en el
de ruménico de un 41% vy la suplementacion con &% 1de aceite de linaza
produce un aumento de un 122% en el contenido ielo &accénico y de un
55% en el de ruménico, en relacion a una dieta@lpsin aceite afiadido.

5. La suplementacion con 1,5 % de aceite de sojaazdimeduce el
contenido en &cidos grasos de cadena corta y ni€diaa C16), y de acidos
grasos saturados, pero aumenta el contenido em &eidcénico, rumeénico,
acidos grasos polinsaturados, acidos grasos dagitars3 y reduce el indice de
aterogenicidad, lo que indica una leche més saledtdsde el punto de vista de

la salud humana.

6. A lo largo de los 67 dias post parto (dpp), la emt@cion
plasmatica de indicadores metabdlicos staltus energético como Insulina y

NEFAs, no fue afectada por el tipo de grasa ineleid las raciones.
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7. la suplementacion con aceite de soja o linaza eeéducontenido
de progesterona en plasma durante las primerasm@nsas postparto.

8. Las raciones con aceite de linaza al 1,5% redutentervalo

parto primera inseminacion y el nimero de diasrtsie

9. Las vacas que consumieron las raciones suplementadaaceite

de soja y linaza, tuvieron una mayor fertilida@ gtfimera inseminacion.
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